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L’utilisation	 de	 primates	 en	 recherche	 nécessite,	 quelle	 que	 soit	 l’espèce	 et	l’objectif	 recherché,	 de	 pouvoir	 maintenir	 et	 renouveler	 des	 colonies	 en	 faisant	reproduire,	 de	 façon	 naturelle	 ou	 assistée,	 des	 individus.	 Les	 opportunités	 qui	 en	découlent	sont	alors	multiples	:	meilleure	connaissance	de	la	reproduction	d’une	espèce,	utilisation	 de	 celle-ci	 en	 tant	 que	 modèle	 d’étude…	 Après	 avoir	 présenté	 les	 grandes	étapes	 de	 la	 biologie	 reproductive	 du	 marmouset	 commun	 nous	 présenterons	 un	protocole	de	reproduction	assistée	par	fécondation	in	vitro	sur	Callithrix	jacchus.			
Introduction	:	La	reproduction	assistée	du	marmouset	commun	
	
I)	Le	marmouset	:	un	Primate	Non	Humain	(P.N.H)	utilisé	en	recherche			On	définit	 comme	primate	non	humain	 (PNH)	 tout	primate	 à	 l’exception	des	humains	actuels.	Au	sein	de	cet	ordre	deux	grands	groupes	se	distinguent	:	Les	Strepsirhiniens	et	les	Haplorhiniens.	Ce	dernier	groupe	contient	un	sous-ordre,	les	simiiformes,	contenant	deux	clades	:	les	catarhiniens,	ou	singes	de	l’ancien	monde,	et	les	platyrhiniens,	ou	singe	du	nouveau	monde	(Goodman	et	al.,	1998).		A)	Présentation		Les	 marmousets	 sont	 des	 singes	 du	 nouveau	 monde	 vivant	 en	 Amérique	 du	 sud.	 Ils	représentent	 un	 ensemble	 de	 22	 espèces	 et	 forment,	 avec	 les	 tamarins	 d’Amérique	centrale	et	du	sud,	la	famille	des	callithrichidae	(Fazal	Wahab,	Charis	Drummer,	2015).		Le	marmouset	commun,	callithrix	jacchus,	est	un	primate	vivant	au	Nord-Est	du	Brésil.	Il	possède	une	fourrure	noire	et	grise,	un	point	blanc	sur	le	front	ainsi	que	des	touffes	de	poils	 blancs	 caractéristiques	 au	 niveau	 des	 oreilles.	 Le	 poids,	 allant	 de	 320	 à	 450	grammes,	 est	 plus	 important	 chez	 les	 individus	 captifs	 que	 sauvages	 (Schiel	 &	 Souto,	2017).	
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	Ses	 caractéristiques	 physiques	 particulières	 -	 griffes	 sur	 la	 quasi-totalité	 des	 doigts,	queue	non	préhensible	servant	de	balancier,	faible	poids	-	permettent	son	mode	de	vie	arboricole.	Omnivore,	 Il	passe	 la	moitié	de	son	temps	à	ronger	 l’écorce	des	arbres	afin	d’en	 consommer	 la	 sève.	 Il	 consomme	 également	 des	 fruits,	 des	 insectes	 et	 des	œufs	d’oiseaux	(Schiel	&	Souto,	2017).		Les	 marmousets	 vivent	 en	 groupes	 sociaux	 stables	 de	 3	 à	 15	 individus,	 composés	d’adultes,	de	sub-adultes	(13-18	mois),	de	juvéniles	(3-12	mois)	et	de	nourrissons	(0-3	mois).	 La	 reproduction	dans	 le	 groupe,	 se	 fait	 via	 une	paire	 reproductrice,	 dominante	sur	 les	 autres.	 Cette	 dominance	 dépend	 principalement	 de	 l’âge	 des	 individus.	 Les	individus	 dits	 «	subordonnés	»	 sont	 inhibés	 par	 la	 paire	 reproductrice	 à	 la	 fois	hormonalement	et	comportementalement	(Fazal	Wahab,	Charis	Drummer,	2015).		B)	Utilisation	des	P.N.H	en	recherche	:	des	thématiques	variées	et	un	intérêt	certain		Environ	 6000	 Primates	 Non	 Humains	 ont	 été	 utilisés	 en	 	 Europe	 pour	 la	 recherche	biomédicale	 en	 2014,	 pour	 un	 total	 d’environ	 8900	 procédures.	 Les	 PNH	 constituent	actuellement	 le	 modèle	 animal	 le	 plus	 proche	 de	 l’homme	 de	 part	 leur	 proximité	phylogénétique	avec	celui-ci	(Scher,	2017).		Les	PNH	sont	principalement	utilisés	pour	5	 thématiques	:	1)	Le	développement	et	 les	tests	 de	 produits	 pharmaceutiques	 et	 médicaux	 2)	 le	 traitement	 et	 la	 prévention	 de	maladies	infectieuses	3)	les	neurosciences	4)	l’ophtalmologie	5)	la	xéno-transplantation.	Les	 trois	 premières	 thématiques	 constituent	 la	majorité	des	procédures	pour	 lesquels	les	PNH	sont	utilisés	(Scher,	2017).		56%	des	primates	sont	utilisés	pour	la	recherche	toxicologique	et	autres	évaluations	de	sûreté,	 10%	 en	 recherche	 fondamentale,	 et	 23%	 en	 recherche	 appliquée	(développement	de	produits	et	appareils	pour	de	la	médecine	humaine,	de	la	dentisterie	ou	de	la	médecine	vétérinaire).	
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Les	progrès	scientifiques	obtenus	grâce	à	des	protocoles	 impliquant	des	PNH	au	cours	des	dernières	décennies	 sont	multiples	:	 traitement	 contre	 la	polyarthrite	 rhumatoïde,	greffe	 de	 cornée,	 vaccin	 contre	 la	 poliomyélite,	 effets	 du	 bisphénol	 A	 sur	 le	développement	pré-natal.	Les	domaines	d’études	actuels	sont	toujours	très	variés	:	recherche/développement	de	thérapies	contre	le	VIH,	développement	de	vaccins,	étude	du	fonctionnement	cérébral	et	de	pathologies	neurodégénératives	associées	etc.	Leur	utilisation	est	encadrée	par	le	décret	n°2013-118	du	premier	février	2013	relatif	à	la	protection	des	animaux	utilisés	à	des	fins	scientifiques	:	 l’utilisation	des	primates	ne	peut	être	autorisée	que	lorsque	les	procédures	poursuivent	une	des	finalités	listés	dans	ce	dit	article	et	à	des	fins	de	prévention,	de	prophylaxie,	du	diagnostic	ou	du	traitement	d’affections	 invalidantes	 ou	 susceptibles	 d’être	 mortelles,	 et	 s’il	 existe	 des	 éléments	scientifiques	 démontrant	 que	 la	 finalité	 de	 la	 procédure	 expérimentale	 ne	 peut	 être	atteinte	en	utilisant	d’autres	espèces	que	celle	appartenant	à	l’ordre	des	primates.		Les	 conditions	 d’utilisation	 des	 PNH	 doit	 se	 faire	 selon	 le	 principe	 des	 3R	 (Réduire,	Remplacer,	Raffiner),	qui	est	un	principe	visant	à	avoir	des	 techniques	expérimentales	conformes	à	l’éthique,	et	qui	s’oriente	selon	trois	axes	:	Premièrement	réduire	le	nombre	d’animaux	utilisés	à	des	fins	de	recherche,	Secondement	remplacer	des	tests	réalisés	sur	des	 animaux	 par	 des	 expérimentations	 in	 vitro	 ou	 encore	 in	 silico	 (modèles	informatiques),	et	pour	finir	raffiner	les	méthodes	employées,	par	une	diminution	de	la	douleur	des	animaux	au	cours	de	 la	procédure,	par	une	diminution	du	 	 stress	etc.	Les	optimisations	 possibles	 des	 procédures	 d’expérimentations	 animales	 sont	 en	 effet	multiples	:	 faire	 du	 training	 positif	 pour	 limiter	 le	 stress	 en	 hébergement	 et	 lors	 des	procédures,	 améliorer	 les	 protocoles	 anesthésiques	 pour	 limiter	 le	 temps	 de	récupération	 des	 animaux,	 enrichir	 le	 milieu	 afin	 d’augmenter	 le	 bien-être…	 Avoir	recours	 à	 des	 méta-analyses	 est	 également	 une	 des	 pistes	 permettant	 d’éviter	 la	répétition	inutile	de	procédures	déjà	réalisées.					
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C)	Les	Marmousets	en	recherche		Les	marmousets	et	tamarins	représentent	7,3%	des	PNH	utilisés	en	recherche.	L’intérêt	de	 callithrix	 jacchus	est	 en	 augmentation	:	 le	 nombre	 de	 publications	 pour	 les	 années	1990-2000	 est	 40	 fois	 plus	 important	 que	 celui	 pour	 les	 années	 1960-70(David	 H.	Abbott,	Barnett,	Colman,	Yamamoto,	&	Schultz-Darken,	2003).		Les	marmousets,	du	fait	de	leur	petite	taille,	sont	plus	facilement	manipulables	que	les	singes	de	l’ancien	monde,	et	sont	exempts	de	maladies	graves	pouvant	toucher	l’homme	(exemple	:	l’herpès	B).	Le	prélèvement	d’échantillons	y	est	donc	moins	risqué,	même	si	en	contrepartie	le	volume	à	prélever	(sang,	biopsie)	sera	probablement	plus	faible.	Le	 marmouset	 commun	 présente	 de	 nombreux	 avantages	 d’un	 point	 de	 vue	zootechnique	:	conditions	d’hébergement	moins	onéreuses,	maturité	sexuelle	atteinte	à	18	mois,	délai	inter-génerationnel	d’un	peu	plus	de	2	ans-mais	qui	pourrait	être	réduit	à	13-15	mois	en	utilisant	de	la	semence	de	marmouset	pré-pubère	(Ogonuki	et	al.,	2018).	La	femelle	produit	en	moyenne	2	à	3	petits	par	an:	En	effet	les	gestations	à	jumeaux	et	triplés	 sont	 fréquentes	 par	 rapport	 aux	 singes	 de	 l’ancien	 monde	 (S.	 D.	 Tardif	 et	 al.,	2003).		De	part	sa	proximité	phylogénétique	avec	l’homme,	le	marmouset	est	un	modèle	fiable	pour	 l’étude	de	nombreuses	pathologies	humaines	:	maladie	neurodégéneratives	 	 telle	que	 la	maladie	 d’Alzheimer	 (David	H.	 Abbott	 et	 al.,	 2003)	 ou	 pour	 l’étude	 de	 facteurs	influençant	des	pathologies	métaboliques	telles	que	l’obésité	par	exemple.		Cette	 espèce	 est	 également	 utilisée	 pour	 le	 développement	 et	 l’amélioration	 de	techniques	de	 reproduction	 assistée,	 avec	 des	 finalités	multiples	:	 application	possible	sur	 des	 espèces	 en	 voies	 de	 disparition,	 amélioration	 des	 techniques	 utilisées	 en	médecine	 humaine,	 ou	 encore	 pour	 l’utilisation	 de	 modèle	 transgéniques.	 En	 effet	l’utilisation	 de	 modèles	 génétiquement	 modifiés	 peut	 permettre	 d’étudier	spécifiquement	une	pathologie	avec	un	échantillonnage	suffisant,	en	identifier	les	gènes	responsables,	 et	 développer	 des	 traitements	 ciblés	 (Bavister,	 2004).	 Ces	 modèles	transgéniques	 peuvent	 être	 établis	 grâce	 à	 des	 vecteurs	 viraux	 ou	 encore	 la	méthode		d’éditing	du	génome	CRISPR-Cas9	(Kropp,	Di	Marzo,	&	Golos,	2017).	
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	La	 formation	 de	 modèles	 transgéniques	 nécessite	 un	 accès	 à	 l’embryon,	 et	 donc	 des	techniques	de	reproduction	assistée.	Ces	méthodes	doivent	être	fiables,	répétables,	et	le	moins	invasives	possible	pour	l’animal.		
II)	Physiologie-comportement	de	la	reproduction		A)	Comportement	de	la	reproduction		1)	Organisation	sociale	et	efficacité	de	la	reproduction		En	milieu	 sauvage	 les	marmousets	 vivent	 en	 structures	 sociales	 composées	de	3	 à	 15	individus,	 avec	 une	 unique	 paire	 dominante	 (mâle	 et	 femelle	 alpha)	 ayant	 accès	 à	 la	reproduction.	Occasionnellement	 une	 seconde	paire	 reproductrice	 peut-être	 observée,	mais	 ne	 produit	 que	 très	 peu	 de	 petits	 viables	 (Fazal	 Wahab,	 Charis	 Drummer,	2015)(Saltzman,	Schultz-Darken,	&	Abbott,	1997).	Les	marmousets	sont	principalement	monogames,	même	 si	des	 copulations	 extra-groupes	 sont	observées	 (Digby,	1999),	 ou	des	copulations	intra-groupe	entre	individus	dominant	et	subordonné	(Rothe,	1975).		De	plus,	la	reproduction	n’a	lieu	que	si	les	deux	individus	sont	compatibles	:	Lorsque	des	couples	sont	 formés	de	façon	arbitraire	dans	des	élevages,	certains	ne	se	reproduisent	pas	ou	très	peu	(on	suppose	qu’il	n’y	a	pas	d’acceptation	de	la	copulation	par	la	femelle	:	on	parle	donc	de	compatibilité	au	sein	d’une	paire	reproductrice).	Les	groupes	sociaux	sont	stables,	et	les	marmousets	supportent	mal	l’ajout	de	nouveaux	individus	:	 s’en	 suivent	 des	 agressions	 entre	 individus	 de	 même	 sexe.	 Celles-ci	 ne	concernent	que	peu	les	frères	et	sœurs	mais	plutôt	des	individus	non	liés.	Toutefois,	au	bout	de	deux	ou	trois	jours	les	agressions	cessent	lorsqu’une	nouvelle	hiérarchie	se	met	en	place	(Rothe,	1975)	;(D	H	Abbott	&	Hearn,	1978).	En	 captivité,	 les	 marmousets	 sont	 le	 plus	 souvent	 organisés	 en	 paire	 mâle-femelle,	même	 si	 pour	 des	 procédures	 telles	 que	 la	 récolte	 de	 semence,	 le	mâle	 peut	 être	mis	avec	plusieurs	individus	(Morrell,	Küderling,	&	Hodges,	1996)	ou	en	organisation	multi-mâles.	En	terme	d’obtention	de	petits	viables	et	correctement	développés	socialement	à	l’âge	adulte,	mettre	ensemble	plusieurs	paires	semble	être	le	plus	efficace	(D	H	Abbott	&	
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Hearn,	 1978)	 pour	 deux	 raisons	:	 premièrement	 cela	 induit	 une	 sélection	 entre	 les	individus	disponibles,	et	deuxièmement	lorsque	les	juvéniles	sont	séparés	de	leur	mère	au	 moment	 de	 la	 puberté,	 les	 autres	 individus	 leur	 assurent	 un	 bon	 développement	socio-sexuel.	 Pour	 une	 organisation	 en	 paire,	mettre	 un	mâle	 inexpérimenté	 avec	 une	femelle	expérimenté	est	 le	plus	efficace	pour	obtenir	des	petits	viables	 (D	H	Abbott	&	Hearn,	1978).	2)	Déroulement	de	l’accouplement		Chez	les	marmousets	les	copulations	ont	lieu	tout	au	long	de	l’année	et	tout	au	long	du	cycle	 oestral.	 Les	 principaux	 signes	 d’invitation	 à	 la	 copulation	 sont	:	 des	 coups	 de	langue	ou	«	tongue	flicking	»	réciproques,	le	mâle	suivant	la	femelle	et	lui	courant	après	(Kendrick	 &	 Dixson,	 1983)	;(D	 H	 Abbott	 &	 Hearn,	 1978).	 D’autres	 signes,	 tels	 que	 le	toilettage,	le	marquage	ou	les	inspections	olfactives	sont	observées	mais	n’indiquent	pas	nécessairement	 une	 invitation	 à	 la	 copulation.	 (Kendrick	 &	 Dixson,	 1983).	 Ces	 «	jeux	sociaux	»	ne	sont	en	général	observés	qu’au	sein	du	couple	dominant.		Lors	de	l’accouplement,	le	mâle	monte	la	femelle.	Si	la	copulation	a	lieu	entre	individus	dominants,	 il	 y	 a	 généralement	 intromission.	 Les	 indicateurs	 d’éjaculation	 –indispensables	 lors	 de	 récolte	 de	 semence	 par	 lavage	 vaginal	 -	 sont	 une	 poussée	 du	bassin	 et	 un	 pénis	 pulsatile	 pour	 le	 mâle,	 et	 la	 clôture	 de	 la	 copulation,	 ainsi	 que	 le	marquage	ano-génital	par	la	femelle.	La	poussée	du	bassin	et	la	clôture	de	la	copulation	par	 la	 femelle	 sont	 deux	 indicateurs	 fiables	 de	 l’éjaculation	 à	 86,1%	 si	 combinés	(Kuederling,	Morrell,	&	Nayudu,	1996).	Lors	de	la	période	péri-ovulatoire	(période	de	3-4	jours	autour	de	l’ovulation),	les	mâles	présentent	 une	 augmentation	 significative	 du	 nombre	 de	 coups	 de	 langue,	 de	 monte	(jusqu’à	20	copulations	pendant	cette	période)	et	d’éjaculation.	Ces	comportements	ne	sont	observés	que	si	la	femelle	est	compatible	et	proceptive.	(Kendrick	&	Dixson,	1983).						
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B)	Physiologie	de	la	reproduction		1)	Anatomie	de	l’appareil	reproducteur	femelle		L’appareil	reproducteur	du	marmouset	commun	est	constitué	d’un	vagin,	d’un	utérus,	de	deux	oviductes	et	d’une	paire	d’ovaires.		Le	 vagin,	 d’une	 taille	 de	 34	 mm,	 est	 divisé	 en	 deux	 parties	de	 taille	 égale	 :	 le	 vagin	inférieur,	 distal	 par	 rapport	 à	 l’utérus,	 et	 le	 vagin	 supérieur.	 Ces	 deux	 portions	 sont	délimitées	par	un	 isthme	discernable	visuellement,	ainsi	qu’un	changement	de	couleur	entre	les	deux	portions.	La	partie	inférieure	du	vagin	est	de	couleur	violette	et	comporte	des	stries	longitudinales.	La	partie	supérieure	est	de	couleur	rose	et	comporte	quelques	plis	 verticaux.	 Toutes	 deux	 sont	 composées	 d’un	 épithélium	 stratifié	 squameux(Cui	 &	Matthews,	1994).		
		
Figure	1	:	tractus	génital	femelle	de	callithrix	jacchus	(Niimi	et	al,	2014)		L’utérus	 du	 marmouset	 est	 simple,	 de	 petite	 taille	 (8,4*10*6.4mm)	 et	 pyriforme.	 Sa	jonction	 avec	 le	 vagin	 se	 fait	 via	 le	 col	 utérin	 (4-5mm	 de	 long	 dont	 2-3	 mm	 font	
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protusion	dans	le	vagin	supérieur).	La	cavité	interne	est	triangulaire.	Aucune	version	ou	flexion	n’est	rapportée	sur	les	individus	étudiés	(Cui	&	Matthews,	1994).		
	 		
Figure	2	:	échographie	du	tractus	génital	de	Callithrix	jacchus	.	(a)	:	coupe	longitudinale	du	corps	utérin	
cathétérisée.	(b)	:	coupe	transversale	du	col	utérin		Les	oviductes	(dim	10.5*1,5mm)	font	le	lien	entre	le	corps	de	l’utérus	et	les	ovaires.	Ces	derniers	 sont	 de	 petite	 taille	 également	 (5.3*4.3*3.8mm)	 et	 sont	 situés	 ventro-caudalement	 par	 rapport	 à	 l’extrémité	 des	 trompes.	 Le	marmouset	 présente	 donc	 un	vagin	de	grande	taille	et	un	petit	utérus.		
A	 retenir	:	 Les	 distances	 entre	 la	 vulve	 et	 le	 vagin	 supérieur,	 de	 17mm,	 ainsi	 que	 la	distance	entre	la	vulve	et	le	col,	de	34	mm,	sont	à	prendre	en	compte	pour	les	protocoles	d’insémination	artificielle.		2)	Le	cycle	oestral	du	marmouset		Callithrix	 jacchus	 a	 un	 cycle	 oestral	 d’une	 durée	 de	 28	 jours	 en	 moyenne.	 (Mustoe,	Jensen,	&	 French,	 2012).	 Il	 se	 décompose	 en	 deux	 parties	:	 la	 phase	 folliculaire,	 d’une	durée	 de	 8	 à	 9	 jours,	 caractérisée	 par	 la	 sélection	 et	 le	 développement	 de	 follicules	jusqu’au	stade	de	follicule	ovulatoire,	et	la	phase	lutéale,	ou	phase	post-ovulatoire,	d’une	durée	de	19	à	20	jours,	pendant	laquelle	se	développe,	se	maintient	puis	se	dégrade	le	corps	 jaune	 (Grupen	 et	 al.,	 2007).	 Les	 marmousets	 communs	 ne	 présentent	 pas	d’anoestrus	saisonnier	en	captivité.	
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	Les	variations	comportementales	et	morphologiques	des	femelles	au	cours	du	cycle	sont	peu	 fiables	 pour	 réaliser	 un	 suivi	 en	 vue	 de	 récoltes	 de	 gamètes	 ou	 d’insémination	(Mustoe	et	al.,	2012).	L’étude	des	variations	des	concentrations	en	hormones	stéroïdes	s’avère	plus	efficace.		
a)	Suivi	du	cycle	par	dosage	hormonal	sur	différents	substrats		Le	suivi	du	cycle	peut	se	 faire	via	un	dosage	des	hormones	plasmatiques,	urinaires	ou	fécales	:		La	 méthode	 la	 plus	 largement	 utilisée	 est	 le	 dosage	 de	 la	 progestérone.	 Des	prélèvements	sanguins	sont	à	effectuer	plusieurs	fois	par	semaine	au	cours	du	cycle	et	permettent	de	dater	l’ovulation	à	posteriori	:	on	considère	que	l’ovulation	a	lieu	le	jour	précédant	 l’augmentation	 de	 la	 concentration	 de	 la	 progestérone	 à	 des	 valeurs	supérieures	à	10	ng/ml	(Morrell,	Nowshari,	Rosenbusch,	Nayudu,	&	Hodges,	1997).	Le	taux	de	progestérone	atteint	alors	un	pic	en	quelques	jours.	Au	cours	de	la	phase	lutéale,	même	 si	 les	 concentrations	 en	progestérone	 restent	 supérieures	 à	 la	 valeur	 seuil,	 des	variations	 importantes	 peuvent	 être	 observées.	 Le	 dosage	 de	 la	 LH	 (ou	 bioCG	 chez	 le	marmouset)	permet	également	de	dater	 l’ovulation,	qui	 se	produit	dans	 les	24	heures	suivant	l’augmentation	de	sa	concentration	dans	le	plasma	(Morrell	et	al.,	1997).		
	
Graphique	1	:	Variations	des	concentrations	plasmatiques	en	progestérone	au	cours	du	cycle	oestral	chez	
Callithrix	jacchus	(Nimii,	Oguchi,	Nishio,	Okano,	&	Takahashi,	2015)		Le	suivi	des	concentrations	des	métabolites	urinaires	de	 la	progestérone	permet	aussi	de	 déterminer	 le	 stade	 du	 cycle.	 Le	 dosage	 des	 concentrations	 en	 pregnanediol-3	glucuronide	(PdG)	chez	callithrix	geoffroy	permet	de	déterminer	si	l’ovulation	a	eu	lieu	:	le	 profil	 des	 concentrations	 en	 PdG	 urinaire	 est	 similaire	 à	 celui	 de	 la	 progestérone	
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plasmatique,	 avec	 une	 valeur	 minimale	 pour	 la	 phase	 lutéale	 égale	 à	 10	microgrammes/mg	de	créatinine	urinaire	(Mustoe	et	al.,	2012).	Le	dosage	de	l’oestrone	3	conjuguée	permet	aussi	de	dater	l’ovulation	4	jours	après,	avec	une	valeur	seuil	égale	à	4.5	microgramme/mg	de	créatinine	(Nievergelt	&	Pryce,	1996).			
	
Graphique	2	:	Suivi	des	concentrations	urinaires	en	pregnanediol-3-glucuronide	chez	callithrix	geoffroy,	
(Mustoe	et	al,	2012)		Le	dosage	des	progestagènes	 fécaux,	bien	qu’employé	moins	 fréquemment,	permet	de	dater	également	de	dater	l’ovulation	a	posteriori,	de	72h	(Heistermann,	Tari,	&	Hodges,	1993).		
b)	Suivi	du	cycle	par	échographie		Les	méthodes	de	dosage	sur	substrat	sont	relativement	fiables	pour	déterminer	la	phase	du	 cycle	 oestral,	 et	 le	 stade	 de	 la	 phase	 lutéale,	 mais	 pas	 l’évolution	 de	 la	 phase	folliculaire.	 Le	 suivi	 de	 la	 taille	 des	 follicules	 par	 échographie	 permet	 de	 dater	 plus	précisément	 le	 stade	 du	 cycle	 pendant	 la	 phase	 folliculaire	:	 les	 follicules	 ovulatoires	sont	 visibles	 3	 à	 4	 jours	 avant	 l’ovulation,	 leur	 présence	 et	 leur	 taille	 sont	 un	 bon	indicateur	:	 2	 mm	 de	 diamètre	 à	 J-4,	 2.3	 mm	 à	 J-3,	 2.5	 mm	 à	 J-2,	 3	 mm	 à	 J-1	(Nubbemeyer,	Heistermann,	Oerke,	&	Hodges,	1997).	Lors	de	suivis	quotidiens	dans	les	jours	précédant	l’ovulation	présumée,	il	est	admis	que	l’ovulation	a	eu	lieu	dans	les	24h	précédant	le	premier	jour	où	les	follicules	ne	sont	plus	observables	(Morrell	et	al.,	1997).	Les	corps	jaunes	sont	par	la	suite	également	visibles	par	échographie.	
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Figure	3	:	échographie	de	l'ovaire	gauche	(a)	et	droit	(b)	d'un	tamarin	à	selle,	saguinus	fascicollis.	Les	corps	
jaunes	sont	indiqués	par	les	flèches	blanches(Nubbemeyer	et	al,	1997).		
c)	Lutéolyse	provoquée	et	démarrage	d’un	nouveau	cycle		Le	 corps	 jaune	 est	 responsable	 de	 l’inhibition	 du	 développement	 de	 follicules	ovulatoires	 pendant	 toute	 la	 phase	 lutéale.	 Il	 retarde	 donc	 la	 venue	 d’une	 nouvelle	ovulation	jusqu’au	cycle	suivant.	L’utilisation	 de	 cloprosténol,	 un	 analogue	 des	 prostaglandines	 F2	 alpha,	 provoque	 la	lutéolyse	et	permet	de	démarrer	un	nouveau	cycle,	pour	ainsi	obtenir	une	ovulation	9	à	11	 jours	 plus	 tard	 (Nubbemeyer	 et	 al.,	 1997).	 Interrompre	 un	 cycle	 en	 cours	 pour	 en	démarrer	 un	 nouveau	 permet	 donc	 de	 déterminer	 avec	 une	 bonne	 précision	 la	prochaine	ovulation	d’une	femelle.		
d)	Analyse	comparative	des	différentes	méthodes		En	analysant	ces	différentes	méthodes	selon	 trois	critères	 (invasivité,	 chronophagie	et	précision	de	 la	prédiction	de	 l’ovulation),	on	observe	que	 la	combinaison	de	différents	types	de	suivi	permet	de	prédire	préçisément	l’ovulation	avec	un	temps	de	travail	et	une	invasivité	réduite	:		-Les	 suivis	 sur	 substrats	 urinaires	 et	 fécaux	 ne	 sont	 pas	 invasifs,	 mais	 ils	 sont	chronophages	 puisqu’ils	 nécessitent	 un	 entrainement	 de	 l’animal	 au	 préalable	 ou	 une	
	 19	
isolement	de	celui-ci	à	chaque	prélèvement.	L’ovulation	ne	peut	être	déterminée	que	48	à	72	heures	après,	durée	à	 laquelle	 il	 faut	 éventuellement	ajouter	 le	 temps	nécessaire	pour	l’envoi	et	l’analyse	par	un	laboratoire	extérieur.		-Les	suivis	par	dosage	des	hormones	plasmatiques	(progestérone	et	LH)	sont	assez	peu	invasifs	pour	chaque	acte	pris	individuellement,	nécessitent	peu	de	temps,	mais	doivent	être	répétés	plusieurs	fois	par	semaine,	voir	quotidiennement	si	le	moment	d’ovulation	doit	être	déterminé	avec	précision.	Le	dosage	de	LH	très	régulier	permettrait	de	prédire	l’ovulation	24	heures	avant	(sans	compter	l’analyse	par	un	laboratoire	extérieur).		-Le	suivi	échographique,	n’est	pas	 invasif,	mais	peut	nécessiter	beaucoup	de	 temps	s’il	n’est	pas	possible	d’estimer	approximativement	le	stade	du	cycle	(au	moins	la	phase).	Il	permet	cependant	de	d’estimer	quelques	jours	avant	la	date	présumée	de	l’ovulation.	De	plus,	 les	 analyses	 échographiques	 se	 faisant	 sur	 place,	 le	 résultat	 est	 obtenu	immédiatement.	 Toutefois,	 un	 bon	 niveau	 technique	 est	 requis	 pour	 que	 le	 test	 soit	suffisamment	sensible.		-L’utilisation	 de	 cloprosténol	 pendant	 la	 phase	 lutéale	 ne	 nécessite	 qu’une	 seule	injection,	 et	 permet	 de	 déterminer	 la	 date	 d’ovulation	 environ	 10	 jours	 avant.	Cependant,	des	effets	secondaires	chez	d’autres	espèces,	 tels	que	des	vomissements	et	des	 troubles	 respiratoires,	 sont	 décrits.	 De	 plus,	 l’injection	 de	 cloprosténol	 n’est	réellement	efficace	que	si	elle	est	faite	dans	la	seconde	moitié	de	la	phase	lutéale,	il	faut	donc	au	préalable	avoir	une	idée	de	la	phase	du	cycle.		Lorsque	 l’on	 cherche	 à	 prédire	 un	 jour	 d’ovulation	 avec	 des	méthodes	 de	 dosage	 sur	substrat	(plasmatique,	urinaire,	fécal),	 il	 faut	tout	d’abord	savoir	si	 les	femelles	cyclent	de	manière	régulière	:	le	suivi	en	amont	sur	deux	à	trois	cycles	permet	de	le	déterminer.	Si	 les	femelles	ont	effectivement	un	cycle	hormonal	régulier,	 la	connaissance	des	dates	moyennes	 d’ovulation	 lors	 des	 mois	 précédents	 permet	 d’estimer	 avec	 une	 valeur	prédictive	moyenne	du	jour	d’ovulation	le	cycle	suivant.		
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Le	dosage	2	à	3	fois	par	semaine	de	la	progestérone	plasmatique	permet	de	déterminer	la	phase	du	cycle,	donc	les	moments	possibles	d’administration	du	cloprosténol	et	par	la	suite	le	jour	d’ovulation,	qui	peut	être	précisé	via	l’échographie.	
e)	Inhibition	du	cycle	oestral	du	marmouset		Au	 sein	 d’un	 groupe,	 des	 femelles	 subordonnées	 ne	 subissent	 pas	 uniquement	 une	inhibition	comportementale,	elle	est	aussi	physiologique.	Si	les	copulations	incluant	une	femelle	subordonnée	sont	rares,	elle	sont	également	très	peu	fécondantes(Rothe,	1975).	En	dosant	 la	progestérone	plasmatique,	qui	est	un	 témoin	de	 l’ovulation,	on	remarque	que	sa	concentration	chez	les	femelles	subordonnées	est	constamment	basse,	dans	des	valeurs	 correspondant	 à	 celle	 de	 la	 phase	 folliculaire	:	 les	 femelles	 subordonnées	n’ovulent	donc	généralement	pas(D	H	Abbott,	McNeilly,	Lunn,	Hulme,	&	Burden,	1981).	De	 plus,	 seuls	 des	 follicules	 en	 atrésie	 et	 des	 follicules	 primaires	 sont	 observables	 en	coupe	 histologique,	 ce	 qui	 indique	 que	 les	 follicules	 ne	 se	 développent	 pas	 jusqu’au	stade	de	follicules	ovulatoires(D	H	Abbott	et	al.,	1981).		Dans	certains	cas,	des	femelles	subordonnées,	si	filles	de	la	femelle	dominante,	peuvent	présenter	 un	 cycle	 ovulatoire(Saltzman	 et	 al.,	 1997).	 Celles-ci	 peuvent	 rentrer	 en	gestation,	mais	les	petits	ne	sont	que	très	rarement	viables.		Chez	 les	 mâles,	 l’inhibition	 entre	 le	 dominant	 et	 les	 subordonnés	 est	 principalement	restreinte	à	une	inhibition	comportementale	:	les	individus	soumis	n’ont	pas	ou	très	peu	accès	à	la		copulation(David	H.	Abbott,	1984).		Lors	de	protocole	de	reproduction,	naturelle	ou	assistée,	l’inhibition	des	femelles	au	sein	d’un	 groupe	 est	 problématique	 si	 l’objectif	 est	 d’obtenir	 un	 nombre	 important	d’animaux	en	peu	de	 temps.	Mettre	 les	animaux	en	paire	reproductrice	dans	 les	 loges,	tout	 en	 limitant	 les	 contacts	 physiques,	 visuels,	 olfactifs,	 peut	 permettre	 d’éviter	l’inhibition	 des	 femelles	 subordonnées,	 et	 donc	 d’augmenter	 le	 nombre	 d’individus	capable	de	donner	une	portée.		
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A	retenir	:		Pour	réaliser	un	suivi	efficace	des	cycles	oestraux	et	déterminer	le	jour	d’ovulation	des	femelles	il	faut	:	-Identifier	 les	 femelles	 cyclées	 et	 non	 cyclées	 avec	 des	 dosages	 ponctuels	 de	progestérone	plasmatique.	-Doser	plus	fréquemment	les	femelles	cyclées.		-Dater	le	début	d’une	nouvelle	phase	folliculaire	(J0).	-Suivre	le	développement	folliculaire	à	partir	de	J6-J7.	-Déterminer	 le	 jour	 d’ovulation	 grâce	 à	 l’échographie	 et/ou	 l’augmentation	 de	 la	progestéronémie	dans	des	valeurs	supérieures	à	10ng/mL.		3)	Le	contrôle	du	cycle	oestral	du	marmouset		D’un	point	de	vue	zootechnique	le	contrôle	du	cycle	oestral	du	marmouset	présente	de	nombreux	 intérêts	:	 synchroniser	 des	 femelles	 en	 vue	 de	 protocoles	 d’insémination,	empêcher	 des	 gestations	 dans	 des	 groupes	 comportant	 des	 mâles	 et	 des	 femelles	sexuellement	matures,	 ou	 encore	provoquer	des	 avortements	 en	 cas	 de	 gestation	non	désirée.		Différents	 contraceptifs	 sont	 utilisables	 et	 peuvent	 être	 classés	 selon	 les	 critères	suivants	:	 durée	 de	 la	 contraception,	 mode	 d’action,	 efficacité,	 fréquence	 et	 voie	d’administration,	moment	 d’administration	 selon	 le	 stade	 du	 cycle,	 effets	 non	 désirés,	âge	minimum	d’administration,	cadre	dans	lequel	ils	sont	généralement	utilisés.											 	
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4)	La	gestation	du	marmouset		
a)	Caractéristiques	générales	de	la	gestation		La	 gestation	 dure	 en	 moyenne	 144	 jours	 chez	 C.jacchus	 (S.	 D.	 Tardif	 et	 al.,	 2003).	Contrairement	 à	 la	 plupart	 des	 primates,	 les	 marmousets	 donnent	 généralement	naissance	 à	 plusieurs	 petits	:	 la	 majorité	 des	 gestations	 donne	 lieu	 à	 deux	 ou	 trois	individus	viables	(Rutherford,	DeMartelly,	Layne	Colon,	Ross,	&	Tardif,	2014).	D’autres	 caractéristiques	 distinguent	 la	 reproduction	 des	 marmousets	 de	 celle	 des	autres	primates	:	 Suite	à	 l’implantation	11-12	 jours	après	 la	 fécondation,	 l’embryon	se	met	en	quiescence	jusqu’au	50ième	jour	de	gestation	environ.	Le	développement	est	donc	retardé	et	le	stade	fœtal	ne	commence	qu’au	80ième	jour	environ(S.D.	Tardif	et	al.,	2003).		De	plus,	C.	Jacchus,	comme	la	plupart	des	marmousets,	pratique	le	chimérisme	tissulaire:	au	cours	de	la	gestation,	 les	placentas	des	embryons	mettent	en	place	une	anastomose	vasculaire,	permettant	l’échange	de	différentes	cellules	(lignée	hématopoïétique,	cellules	de	la	lignée	germinale)	formant	donc	des	chimères	tissulaires.	Lorsque	des	cellules	de	la	lignée	 germinale	 sont	 échangées	 au	 cours	 du	 développement,	 un	 individu	 donné	produira	des	 gamètes	portant	 soit	 son	génome,	 soit	 celui	 de	 son	 frère/sa	 sœur	 (Fazal	Wahab,	Charis	Drummer,	2015).		Les	pertes	(avortement,	résorption)	sont	observées	pour	environ	50%	des	gestations.	La	majorité	se	situe	au	stade	embryonnaire,	même	si	des	avortements	au	stade	fœtal	sont	également	 possibles.	 Les	 causes	 sont	 diverses	:	 traumas,	 restriction	 calorique	 (S.D.	Tardif	et	al,	2004),	inhibition	des	femelles	rentrées	en	gestation.		
b)	Diagnostic	et	suivi	de	gestation		Plusieurs	techniques	de	diagnostic	de	gestation	sont	similaires	à	celles	utilisées	pour	le	suivi	du	cycle	oestral	des	femelles	:			Le	dosage	de	la	progestérone	plasmatique	et	de	ses	métabolites	urinaires	(PdG	et	E1C)	permet	un	diagnostic	au	cours	des	premières	semaines	de	gestation(Nievergelt	&	Pryce,	
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1996;	 Mustoe	 et	 al.,	 2012).	 L’échographie	 permet,	 cependant,	 le	 diagnostic	 le	 plus	précoce,	à	j17	post-conception(Kuederling	&	Heistermann,	1997)		La	palpation	manuelle	de	 l’utérus	permet	un	diagnostic	dans	 les	40	premiers	 jours	de	gestation	avec	une	bonne	sensibilité(Lunn,	Hobson,	&	Hearn,	1979).	La	palpation	peut	toutefois	 se	 faire	 à	 partir	 de	 trois	 semaines	 de	 gestation	 supposée,	 le	 diamètre	 de	l’utérus	 variant	 de	 4-5mm	 à	 6-8mm(Mitchell	 &	 Jones,	 1975).	 Cependant,	 les	 risques	d’avortement	et	de	lésions	de	l’utérus	dus	à	la	palpation	manuelle	sont	plus	importants	que	par	échographie.	
	
Figure	 4:	 diagnostic	 de	 gestation	 par	 échographie	 d'une	 femelle	 tamarin	 à	 selle,	 saguinus	 fascicollis.	 (a)	
femelle	 non	 gestante	 La	 ligne	 echogène	 centrale	 à	 l’utérus	 représente	 l’accollement	 des	 deux	 surfaces	
adjacentes	de	 l’endomètre.	 (b)	Diagnostic	précoce	de	gestation	à	16-18	 jours	:	une	 lumière	est	présente	en	
région	centrale	de	l’utérus,	représentant	la	séparation	entre	les	deux	surfaces	de	l’endomètre.	(c)	Gestation	
J32	:	 visualisation	 des	 sacs	 amniotiques.	 (d)	 Gestation	 j50	:	 visualisation	 des	 embryons(Kuederling	 et	 al,	
1997).		Concernant	 le	 suivi	 de	 gestation,	 si	 les	 dosages	 hormonaux	 peuvent	 permettre	 de	détecter	un	avortement,	l’échographie	reste	la	technique	de	suivi	la	plus	complète	:	Les	sacs	amniotiques	sont	visibles	à	partir	de	J32,	il	est	possible	d’observer/dénombrer	les	
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embryons	 à	 partir	 de	 j50-J55,	 d’observer	 les	 battements	 du	 cœur	 à	 partir	 de	 54	(Kuederling	&	Heistermann,	1997)*.		De	plus,	le	suivi	échographique	permet,	lorsque	la	date	d’accouplement	est	inconnue,	de	déterminer	 l’âge	 des	 fœtus	 via	 les	mesures	 de	 distances	 tête-croupe,	 jusqu’au	 100ième	jour	de	gestation,	et	le	diamètre	bi-parietal,	mesurable	à	partir	de	J71	jusqu’à	J130	(SD	Tardif	 et	 al.,	 1998;	 Kuederling	 &	 Heistermann,	 1997).	 Ces	 deux	 mesures	 combinées	permettent	de	dater	avec	précision	l’âge	du	fœtus.		*L’étude	 de	 kuederling	 a	 été	 réalisée	 chez	 Saguinus	 Fuscicollis,	 une	 autre	 espèce	 de	callithrichidae,	de	taille	et	mode	de	développement	embryonnaire	similaire	à	Callithrix	
Jacchus.	
	
A	retenir	:	-La	gestation	de	Callithrix	jacchus	dure	144	jours	en	moyenne.	-L’outil	de	diagnostic	et	de	suivi	 le	plus	efficace	pour	une	gestation	est	 l’échographe.	 Il	permet	 également	 de	 dénombrer	 les	 portées,	 et	 de	 diagnostiquer	 des	 résorptions	partielles.	-Les	 pertes	 de	 produits	 (avortement,	 résorption)	 concernent	 environ	 50%	 des	gestations.		5)	Mise-bas,		retour	à	la	cyclicité	post-partum	et	puberté	des	petits		Suite	à	la	mise-bas,	les	femelles	allaitent	un	ou	deux	petits,	rarement	plus.	C’est	une	des	causes	expliquant	une	mortalité	infantile	élevée	en	cas	de	triplets	ou	quadruplets(Poole	&	Evans,	1982).	En	effet	la	mortalité	avant	sevrage	est	de	16%	en	cas	de	jumeaux,	30%	en	cas	de	triplets,	de	45%	en	cas	de	quadruplets,	et	de	65%	pour	des	quintuplets(Ash	&	Buchanan-Smith,	2014).		Bien	que	chronophage,	en	cas	de	portée	comportant	trois	ou	quatre	animaux,	mettre	en	place	 des	 rotations	 permettant	 à	 la	 mère	 de	 s’occuper	 successivement	 de	 ses	 petits	permettrait	 de	 diminuer	 la	 mortalité	 infantile	 et	 donc	 d’augmenter	 les	 capacités	 de	reproduction	d’un	élevage.	
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	Même	si	 l’allaitement	peut	durer	 jusqu’à	 l’âge	de	6	mois,	 le	 retour	à	 la	cyclicité	et	à	 la	fécondation	 est	 bien	 plus	 précoce:	 la	 première	 ovulation	 post-partum	 a	 lieu	 deux	 à	quatre	semaines	après	la	mise	bas	et	ce,	indépendamment	du	fait	que	la	femelle	allaite	ou	pas.	Le	retour	à	la	fécondation	semble,	selon	les	études,	retardé	d’un	cycle	environ	si	les	 femelles	 s’occupent	 de	 petits(McNeilly,	 Abbott,	 Lunn,	 Chambers,	 &	 Hearn,	 1981),	même	si,	en	moyenne,	l’intervalle	naissance-naissance	est	de	154	jours,	soit	la	durée	la	gestation	 et	 les	 10	 jours	 de	 la	 phase	 folliculaire	 du	 premier	 cycle	 suivant	 la	 mise-bas(Poole	&	Evans,	1982;	Windle,	Baker,	Ridley,	Oerke,	&	Martin,	1999).		La	fertilité	des	mâles	est	acquise	à	52	semaines,	et	leur	maturité	sexuelle	est	complète	à	17-18	 mois(Chandolia	 et	 al.,	 2006).	 Concernant	 les	 femelles,	 des	 suivis	 hormonaux	permettent	de	déterminer	à	quel	âge	la	cyclicité	et	 l’ovulation	de	mettent	en	place	:	13	mois	en	moyenne.	Lors	des	premières	conceptions	des	femelles,	les	taux	d’avortement	et	de	mortalité	infantile	sont	plus	élevés(D	H	Abbott	&	Hearn,	1978).		La	 puberté	 précoce	 des	 marmousets	 et	 leur	 haute	 fécondité	 sont	 des	 arguments	supplémentaires	justifiant	leur	utilisation	pour	la	recherche.	Il	est	plus	aisé	de	produire	une	grande	quantité	d’animaux	adultes	en	peu	de	temps	en	comparaison	avec	d’autres	espèces	 de	 l’Ancien	 Monde	 (la	 maturité	 sexuelle	 physiologique	 des	 babouins	 olive	
P.anubis	est	acquise	à	4	ans,	et	ils	ne	produisent	qu’un	petit	par	portée).		
A	retenir	:		-Une	 des	 causes	 de	 mortalité	 néonatale	 est	 le	 défaut	 d’allaitement	 en	 cas	 de	 portée	nombreuse.	-La	femelle	peut	«	s’investir	»	sur	deux	générations	en	même	temps	-Mâles	et	femelles	sont	en	capacité	de	se	reproduire	à	partir	d’un	an	environ.			
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III)	La	reproduction	assistée	du	marmouset		A)	Intérêts	et	enjeux	de	la	reproduction	assistée		La	 reproduction	 assistée	 désigne	 l’ensemble	 des	 techniques	 médicales	 permettant	 la	reproduction	 en	 dehors	 du	 processus	 naturel	:	 elle	 inclut	 donc	 les	 techniques	permettant	l’insémination	artificielle,	la	fécondation	in	vitro	et	le	transfert	d’embryon.		D’un	point	de	vue	zootechnique,	 la	reproduction	assistée	chez	 le	marmouset,	bien	que	chronophage,	 présente	 plusieurs	 avantages	:	 Elle	 permet	 de	 contrôler	 les	 naissances	dans	un	élevage,	notamment	par	la	synchronisation	des	cycles	oestraux	des	femelles,	et	permet	également	de	faire	reproduire	entre	eux	des	individus	non	compatibles.	De	plus,	l’échange	de	semence	entre	les	animaleries	limite	la	consanguinité	des	individus	(Wolf,	2009).	Les	échanges	d’embryons	entre	animaleries	pourraient	 se	mettre	en	place	d’ici	peu	 et	 permettraient	 également	 une	 diversité	 génétique	 plus	 importante	 pour	 les	générations	suivantes.		Diverses	techniques	de	reproduction	assistée	permettent	en	même	temps	d’analyser	les	paramètres	reproductifs	des	individus,	ce	qui	ne	serait	pas	possible	lors	de	reproduction	naturelle.	 Chez	 le	 mâle	 par	 exemple,	 la	 collecte	 de	 sperme	 permet	 de	 réaliser	 un	spermogramme	:	 la	 semence	 peut	 alors	 être	 évaluée	 en	 terme	 de	 concentration	 de	spermatozoïdes,	 pourcentage	 de	 gamètes	 vivants	 dans	 un	 éjaculat	 et	 anomalies	 de	conformation,	 etc.	 Des	 analyses	 informatiques	 caractérisant	 la	 motilité	 des	 gamètes	peuvent	 également	 être	 réalisées	 (Morrell,	 1997).	 Ces	 semences	 pourront	 être	conservées,	puis	utilisées	à	posteriori.		Les	domaines	d’utilisation	de	la	reproduction	assistée	sont	multiples	:	le	développement	et	l’amélioration	des	techniques	chez	le	marmouset	peuvent	permettre	aussi	d’améliorer	les	 techniques	 de	 P.M.A.	 (Procréation	 Médicalement	 Assistée)	 en	 médecine	 humaine	(Bavister,	 2004)	 ou	 encore,	 via	 un	 accès	 à	 l’embryon,	 d’obtenir	 des	 cellules	 souches	utilisables	en	recherche.	Pour	finir,	la	reproduction	assistée	sur	marmouset	peut	servir	de	modèle	pour	d’autres	callitrichidés	en	voie	de	disparition,	tels	que	le	tamarin-lion	à	tête	dorée	Leontopithecus	chrysomelas.	
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	De	plus,	 lors	de	la	production	d’individus	génétiquement	modifiés	(Kropp	et	al.,	2017),	l’utilisation	de	techniques	de	reproduction	assistée	s’avère	indispensable.	La	production	d’O.G.M	permet	de	produire	des	modèles	d’études	de	pathologie	d’origine	génétique.			Le	 recours	 à	 la	 reproduction	 assistée	 chez	 le	 marmouset	 nécessite	 donc	 d’avoir	 	 des	protocoles	de	récolte,	de	maturation,	culture	et	de	conservation	des	gamètes	ainsi	que	d’embryons.	Les	gamètes	doivent	pouvoir	par	la	suite	être	fécondés	et	les	embryons	ré-implantés	 chez	 un	 individu	 receveur.	 Toutes	 ces	 techniques	 doivent	 être	 réalisables,	fiables	et	répétables.		B)	Prélèvement	des	gamètes	mâles		Chez	le	marmouset	quatre	techniques	de	prélèvement	des	gamètes	mâles	sont	utilisées	:	L’électro-éjaculation	 ou	 R.P.E,	 la	 vibro-stimulation	 pénienne	 ou	 PVS,	 la	 dissection	 de	l’épididyme,	et	enfin	le	lavage	vaginal	post-coït.	Quelle	que	soit	la	méthode	utilisée	elle	doit	permettre	d’obtenir,	avec	un	bon	taux	de	réussite,	de	l’éjaculat	de	bonne	qualité.	En	cas	de	protocoles	 impliquant	des	prélèvements	 fréquents,	 la	méthode	doit	être	 la	plus	rapide	 possible	 et	 idéalement	 répétable	 sur	 un	 même	 individu.	 Du	 point	 de	 vue	vétérinaire,	elle	doit	être	le	moins	invasive	possible	pour	l’animal.		1)	Techniques	de	prélèvement		
a)	Présentation	des	différentes	techniques		L’électro-éjaculation,	 ou	 R.P.E	 (rectal	 probe	 electrostimulation)	 est	 une	 technique	permettant	d’obtenir	l’éjaculat	d’un	animal	suite	à	l’introduction,	sous	anesthésie,	d’une	sonde	 par	 voie	 rectale	 (Schneiders,	 Sonksen,	 &	 Hodges,	 2004).	 La	 stimulation	 est	permise	 par	 un	 courant	 électrique,	 à	 un	 certain	 voltage,	 pendant	 des	 intervalles	 de	quelques	 secondes	 (Schneiders	 et	 al.,	 2004)	:	 Ce	 dispositif	 est	 largement	 utilisé	 en	médecine	 vétérinaire	pour	 la	 faune	 sauvage	 (éléphants,	 rhinocéros,	 singes	de	 l’Ancien	Monde,	etc).	
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Les	résultats	obtenus	chez	les	callitrichidae	avec	la	R.P.E	sont	globalement	insuffisants,	tant	 d’un	 point	 de	 vue	 quantitatif	 (le	 pourcentage	 d’obtention	 d’éjaculat	 est	 faible	comparé	 aux	 autres	 techniques,	 et	 le	 volume	 obtenu	 est	 petit)	 que	 qualitatif.	 La	formation	 de	 coagulum	 en	 quantité,	 et	 donc	 peu	 utilisable,	 est	 fréquente	 via	 cette	technique	(Morrell	et	al.,	1996)	;(Schneiders	et	al.,	2004).		La	 P.V.S	 (Penile	 VibroStimulation)	 permet	 de	 récolter	 la	 semence	 des	 mâles	 via	 le	dispositif	 suivant	:	 Un	 tube	 de	 récolte	 est	 positionné	 sur	 l’extrémité	 du	 pénis	 du	marmouset	et	maintenu	au	niveau	de	l’orifice	préputial.	Ce	même	tube	est	fixé	sur	une	plateforme	produisant	des	vibrations	à	une	fréquence	donnée,	en	Hz,	avec	une	certaine	amplitude,	 en	 mm.	 L’utilisation	 de	 ce	 dispositif,	 en	 augmentant	 par	 intervalle	 de	 30	secondes	la	fréquence	et	l’amplitude,	permette	d’obtenir	en	quelques	minutes	l’éjaculat.	La	 PVS	 est	 la	 technique	 de	 prélèvement	 la	 plus	 largement	 utilisée	 pour	 la	 récolte	 de	gamètes	 mâles	 chez	 le	 marmouset	:	 C’est	 une	 technique	 pouvant	 être	 réalisée	 sans	anesthésie,	non	invasive,	et	permettant	d’obtenir	du	sperme	de	façon	fiable	et	de	qualité	(Schneiders	 et	 al.,	 2004	;	 Kuederling	 et	 al,	 2000	;	 Del	 Rio	 do	 Valle	 et	 al.,	 2014).	 De	nombreux	protocoles	de	cryo-conservation,	suivis	de	fécondation	in	vitro	ou	de	transfert	embryonnaire	 indiquent	que	 cette	méthode	est	 efficace.	Cependant,	 les	paramètres	de	pulsation	 et	 surtout	 le	 diamètre	 interne	du	 tube	de	 collection	 semblent	 avoir	 un	 effet	significatif	sur	le	pourcentage	d’obtention	d’éjaculat	(Kuederling	et	al.,	2000	;	Schneiders	et	al.,	2004).		La	dissection	de	la	queue	de	l’épididyme	est	une	autre	technique,	peu	utilisée,	invasive	et	 non	 répétable	 puisqu’elle	 implique	 la	 castration	 (ou	 l’hémi-castration)	 de	 l’animal.	Suite	à	 l’exérèse	testiculaire,	 la	queue	de	 l’épididyme	est	séparée	du	reste	du	testicule,	elle	 est	 hachée,	 et	 rincée	 dans	 un	 milieu	 qui	 permettra	 la	 récupération	 des	spermatozoïdes	(Takabayashi	et	al,	2015	;	Kuederling	et	al,	1996).	Les	 résultats	 concernant	 cette	 technique	 sont	 mitigés	:	 le	 nombre	 total	 de	spermatozoïdes	obtenus	est	plus	faible	qu’avec	le	PVS,		et	la	manipulation	ne	peut-être	réalisée	 qu’une	 voire	 deux	 fois	 en	 cas	 d’hémi-castration.	 Elle	 présente	 cependant	 un	intérêt	 pour	 la	 cryoconservation	 de	 gamètes	 d’individus	 décédés,	 en	 vue	 de	 futures	inséminations	artificielles.		
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Le	lavage	vaginal	(VW)	permet	de	récupérer	la	semence	d’un	mâle	directement	après	un	coït.	Le	mâle	est	séparé	de	la	femelle	12-24h	avant	la	date	de	prélèvement	prévue.	Suite	à	la	remise	en	loge	et	à	l’accouplement,	la	femelle	est	isolée,	et	la	semence	est	récupérée	à	 l’aide	d’une	pipette,	 contenant	un	 liquide	de	 rinçage,	qui	est	alors	 introduite	dans	 le	vagin.	 Cette	 manipulation	 nécessite	 de	 connaître	 les	 paires	 compatibles	 pour	l’accouplement	et	de	pouvoir	séparer	les	animaux	la	veille	du	prélèvement.	Bien	 que	 chronophage,	 cette	 technique	 donne	 de	 très	 bons	 résultats	 en	 terme	 de	quantité	et	de	qualité	de	sperme	obtenu	 (Kuederling	et	al,	1996	;	Morrell	 et	al,	1996).	Les	 prélèvements	 peuvent	 toutefois	 être	 contaminés	 avec	 d’autres	 cellules,	 bactéries,	etc.	Il	 est	 indispensable	 de	 repérer	 les	 signes	 indicateurs	 d’éjaculation	 lors	 de	l’accouplement,	 à	 savoir	 la	 poussée	 du	 pénis	 en	 avant	 et	 la	 clôture	 du	 rapport	 par	 la	femelle.		La	 C.A.S.A	 (Computer	 Assisted	 Sperm	 Analysis)	 est	 une	 technique	 informatique	permettant	 d’analyser	 de	 façon	 détaillée	 la	 motilité	 des	 spermatozoïdes	via	 divers	critères	:	 vitesse	 linéaire	 (VSL),	 vitesse	 curviligne	 (VCL),	 déviation	 angulaire	moyenne	(MAD),	 etc.	 Ces	 valeurs	 de	motilité	 varient	 selon	 l’origine	 (épididymaire,	 éjaculatoire)	des	 spermatozoïdes,	 et	 selon	 la	 présence	 éventuelle	 de	 contaminants	 tels	 que	 l’urine.	Cependant,	 il	n’existe	pas,	 chez	 le	marmouset,	de	 lien	établi	 entre	 la	variation	d’un	ou	d’une	combinaison	de	ces	facteurs		et	la	fertilité	de	la	semence	testée	(Morrell,	1997).		
b)	Analyse	comparative	de	l’efficacité	des	méthodes	de	prélèvements		Pour	déterminer	quelle	méthode	parmi	les	quatre	est	la	plus	efficace	d’un	point	de	vue	de	 faisabilité,	 fiabilité,	 et	 répétabilité,	 nous	 analyserons	 chaque	 technique	 selon	 les	critères	suivants	:	Contraintes	d’utilisation	et	chronophagie	du	personnel,	 Invasivité	de	la	 procédure,	 Obtention	 des	 gamètes,	 Quantité	 de	 spermatozoïdes	 obtenue	 (volume,	concentration),	 Qualité	 des	 spermatozoïdes	 obtenus	(motilité,	 anomalies),	 et	 taux	 de	conception	associé.	
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Les	 facteurs	 influençant	 la	 qualité	 et	 la	 quantité	 des	 spermatozoïdes	 obtenus	 sont	nombreux	:	Au	sein	d’un	même	lot	la	variabilité	individuelle	est	très	importante	(del	Rio	do	Valle	et	al.,	2014).	Le	 temps	 de	 séparation	mâle-femelle	 avant	 prélèvement	 doit	 également	 être	 suffisant	(au	moins	6h)	pour	permettre	d’obtenir	un	éjaculat	suffisant	en	volume	et	en	quantité	totale	de	spermatozoïdes.	De	plus,	on	observe	une	corrélation	positive	entre	le	poids	de	l’individu	 et	 la	 concentration	 en	 spermatozoïdes,	 et	 entre	 le	 poids	 de	 l’individu	 et	 le	pourcentage	de	défauts	des	gamètes	(del	Rio	do	Valle	et	al.,	2014).		
A	retenir	:	-La	méthode	 P.V.S	 est	 la	méthode	 de	 prélèvement	 la	 plus	 largement	 utilisée	 dans	 des	protocoles	de	reproduction	assistée	impliquant	les	marmousets.	-Le	diamètre	interne	du	tube	de	récolte	(3-3,5mm),	les	fréquences	utilisées	(80-100Hz)	ainsi	que	l’amplitude	sont	des	facteurs	conditionnant	la	réussite	de	la	récolte.	-D’un	point	de	vue	vétérinaire,	elle	est	supérieure	aux	méthodes	d’électro-éjaculation	et	de	dissection	de	la	queue	de	l’épididyme.	-La	 méthode	 de	 récolte	 par	 lavage	 vaginal	 est	 cependant	 supérieure	 en	 terme	d’obtention	d’éjaculat	et	de	motilité.		2)	Tri-sélection	des	spermatozoïdes	 	
a)	Sélection	des	spermatozoïdes	selon	leur	motilité		Pour	avoir	une	semence	mâle	la	plus	féconde	possible,	il	faut,	après	avoir	sélectionné	un	mâle	fertile,	pouvoir	trier	les	gamètes	les	plus	viables.		Une	fois	l’éjaculat	obtenu,	il	peut-être	déposé	dans	divers	milieux	:	(TYH,	Tyrode	Lactate,	Test	Yolk,	TALP-HEPES,	des	milieux	de	culture	embryonnaire	tels	que	le	G1.2)*,	etc.	Ces	milieux	pourront	servir	de	substrat	pour	trier/sélectionner	les	spermatozoïdes	les	plus	motiles,	ou	encore	éliminer	les	débris	présents	dans	les	éjaculats.	Les	 spermatozoïdes	 sont	 généralement	 récoltés	 dans	 un	 éjaculat	 contenant	 du	coagulum	 	:	une	 incubation	de	30	minutes	avec	un	milieu	de	culture	permet	alors	à	ce	dernier	 de	 se	 dissoudre	 et	 aux	 spermatozoïdes	 de	 se	 disperser	 (Grupen	 et	 al,	 2007;	Kropp	et	al.,	2017)	
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Deux	 méthodes	 permettent	 de	 sélectionner	 les	 spermatozoïdes	 les	 plus	 motiles	:	 la	méthodes	 du	 swim-up	 (Takabayashi	 et	 al.,	 2015),	 et	 la	méthode	de	 centrifugation	 sur	gradient	de	densité	(Hernandez-Lopez	et	al,	2005;	Grupen	et	al.,	2007).		La	 méthode	 swim-up	 fonctionne	 selon	 le	 mode	 opératoire	 suivant	:	 L’éjaculat	 est	collecté	et	transféré	dans	un	milieu	de	culture,	il	est	ensuite	centrifugé	pendant	quelques	minutes	à	faible	vitesse.	A	l’issue	de	la	centrifugation,	les	spermatozoïdes,	motiles	et	non	motiles,	ainsi	que	les	débris,	forment	un	culot	au	fond	du	tube.	Le	surnageant	est	alors	récupéré,	 laissant	 intact	 le	culot.	Du	milieu	de	culture	est	alors	rajouté	dans	 le	 tube	et	suite	à	une	nouvelle	incubation	d’une	trentaine	de	minutes,	seuls	les	spermatozoïdes	les	plus	 mobiles	 seront	 remontés	 et	 formeront	 un	 surnageant	 riche	 en	 spermatozoïdes	motiles	qui	sera	alors	récupéré	pour	l’insémination..	Dans	 certains	 protocoles	 la	 méthode	 de	 swim-up	 est	 utilisée	 sans	 centrifugation	préalable	(Marshall	et	al.,	2003).	L’échantillon	est	alors	laissé	2-3	heures	à	l’incubation.			La	méthode	de	 centrifugation	 sur	 gradient	 de	 densité	 permet	 elle	 aussi	 d’éliminer	 les	débris	 d’un	 échantillon	 et	 de	 sélectionner	 les	 spermatozoïdes	 les	 plus	 motiles	:	 Un	gradient	 de	 densité	 (Percoll,	 Puresperm)	 est	 déposé	 au	 fond	 du	 tube.	 Le	 milieu	 de	culture	 contenant	 l’éjaculat	 y	 est	 ensuite	 ajouté.	 Lors	 de	 la	 centrifugation,	 les	spermatozoïdes	et	les	débris	vont	traverser	les	couches	de	densité,	et	les	plus	motiles	le	feront	 plus	 rapidement,	 concentrant	 alors	 les	 gamètes	 les	 plus	 «	viables	»	 au	 fond	 du	tube.	Le	culot	sera	alors	récupéré.	Ces	 techniques	de	 triage-sélection	sont	également	utilisées	en	médecine	humaine,	 lors	de	protocole	de	Procréation	Médicalement	Assistée	(P.M.A).	Si	un	triage	très	précis	n’est	pas	 indispensable	 pour	 des	 techniques	 d’insémination	 artificielle	 sans	 F.I.V,	 il	 l’est	lorsqu’un	 nombre	 très	 faible	 de	 spermatozoïdes	 sera	 utilisé,	 lors	 d’injection	 intra-cytoplasmique	de	spermatozoïdes	dans	un	ovocyte	(I.C.S.I),	où	un	unique	gamète	mâle	est	utilisé.	*	:	Les	milieux	ont	des	noms	déposés.	
	
		
	 34	
b)	Sexage	des	semences	 	Le	 sexage	 de	 la	 semence	 mâle	 est	 une	 technique	 utilisée	 en	 élevage	 bovin	 laitier	principalement,	 les	 femelles	 étant	 d’un	 intérêt	 supérieur	 aux	 mâles.	 La	 sélection	 des	gamètes	 selon	 leur	 chromosomes	 sexuels	 dépend	 de	 la	 différence	 de	 quantité	 d’ADN	chez	 les	 spermatozoïdes	 X	 et	 Y,	 plus	 importante	 chez	 les	 premiers.	 Une	 technique	 de	coloration	 permet	 de	 colorer	 le	 matériel	 génétique	 avec	 une	 intensité	 d’autant	 plus	importante	 que	 la	 quantité	 d’ADN	 est	 grande	:	 les	 spermatozoïdes	 X	 présentent	 donc	une	 coloration	 plus	 forte.	 Grâce	 à	 une	 technique	 de	 cytométrie	 des	 flux,	 les	spermatozoïdes	peuvent	 être	 triés	 selon	 leur	 coloration	 et	 donc	 selon	 le	 chromosome	sexuel	qu’ils	portent.	L’efficacité	du	triage	est	de	90%	(Boujenane,	2012).		Cette	 méthode,	 si	 développée	 chez	 le	 marmouset,	 permettrait	 de	 construire	 des	 lots	sexés,	 par	 exemple	 lors	 de	 protocoles	 d’études	 de	 pathologies	 génétiques	 liés	 aux	chromosomes	sexuels	:	Syndrome	de	Turner,	Syndrome	de	l’X	fragile,	etc.	D’un	point	de	vue	zootechnique,	pour	des	primates	dont	 l’organisation	sociale	est	uni-mâle	et	multi-femelles,	(par	exemple	les	babouins	olive),	contrôler	le	sexe	des	individus		améliorerait	les	conditions	d’hébergement,	et	limiterait	les	conflits	inter-mâles	dans	les	groupes.	La	croissance	d’un	groupe	ou	d’une	population	au	sein	d’un	élevage	étant	dépendante	principalement	du	nombre	de	femelles,	pouvoir	sexer	la	semence	permettrait	d’accroître	rapidement	le	nombre	d’individu	à	la	génération	suivante.		Cependant,	le	nombre	de	spermatozoïdes	par	paillette	sexée	est	4	à	5	fois	plus	faible	que	pour	une	paillette	conventionnelle,	et	le	taux	de	réussite	à	la	première	insémination	est	de	15	à	20%	plus	 faible.	Le	 taux	de	réussite	à	 l’insémination	serait	probablement	plus	faible	chez	le	marmouset	également.	Mais	 lors	 de	 protocoles	 de	 reproduction	 assistée	 impliquant	 une	 F.I.V	 par	 incubation	avec	 semence	 sexée,	 augmenter	 le	 temps	d’incubation	 entre	 les	 spermatozoïdes	 et	 les	ovocytes,	ou	encore	utiliser	un	plus	grand	nombre	de	paillettes	par	fécondation	pourrait	permettre	 de	maintenir	 un	 taux	 de	 fécondation	 comparable	 à	 celui	 attendu	 avec	 une	semence	conventionnelle.	Si	la	F.I.V	se	fait	par	ICSI,	sachant	qu’un	unique	spermatozoïde	
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est	utilisé,	 les	taux	de	fécondation	devraient	être	identiques,	que	la	semence	soit	sexée	ou	non.		
A	retenir	:	-Le	tri	permet	d’augmenter	le	taux	de	spermatozoïdes	motiles	dans	l’échantillon.	-Les	 étapes	 à	 suivre	 sont	:	 Récolte	 des	 gamètes,	 dissolution	du	 coagulum,	 swim-up	ou	centrifugation,	puis	utilisation	ou	conservation.	-Le	sexage	de	la	semence	serait	utile	d’un	point	de	vue	zootechnique	chez	les	P.N.H.		3)	Capacitation	in	vitro	des	spermatozoïdes		Rappel	:	 La	 capacitation	 désigne	 la	 maturation	 fonctionnelle	 du	 spermatozoïde	:	 au	contact	du	 tractus	génital	 femelle,	 il	 augmente	 sa	motilité,	 et	 acquiert	 sa	 capacité	 à	 se	fixer	à	 la	 zone	pellucide	et	 à	 fusionner	 sa	membrane	avec	 celle	de	 l’ovocyte	 lors	de	 la	fécondation.		Que	 ce	 soit	 pour	 du	 sperme	 d’origine	 épididymaire	 ou	 éjaculatoire,	 les	 milieux	 de	cultures	 de	 semence	mâle	 pour	marmouset	 sont	 souvent	 enrichis	 en	 AMPc	 et	 caféine	dans	 le	 but	 de	 capaciter	 les	 spermatozoïdes.	 Ces	 procédures	 dérivent	 de	 protocoles	utilisés	 sur	 des	 macaques	 Rhésus	 principalement.	 En	 effet	 in	 vitro	 les	 gamètes	épididymaires	 ou	d’origine	 éjaculatoire	 réagissent	 à	 l’ajout	 d’AMPc	 et	 de	 caféine	:	 une	hyperactivité	 des	 spermatozoïdes	 avec	 des	 mouvements	 non	 linéaires,	 et	 une	augmentation	 des	 mouvements	 de	 la	 tête	 est	 observée	 (Gilchrist,	 Nayudu,	 &	 Hodges,	1997).	De	plus,	 des	protocoles	de	 fécondation	 in	vitro	utilisant	 ces	milieux	enrichis	 semblent	obtenir	 de	 très	 bons	 taux	 de	 fécondation	 (Marshall	 et	 al.,	 2003).	 Cependant,	 des	protocoles	de	reproduction	efficaces,	sans	AMPc	et	caféine	sont	rapportés	(Grupen	et	al.,	2007;	 Tomioka	 et	 al,	 2012).	 Il	 est	 démontré	 que	 chez	 l’homme	 les	 spermatozoïdes	finissent	de	se	capaciter	au	contact	de	la	glaire	cervicale	de	la	femelle	receveuse.	Or	pour	une	fécondation	in	vitro	dont	la	méthode	de	prélèvement	n’est	pas	le	lavage	vaginal,	les	spermatozoïdes	ne	rentrent	jamais	en	contact	avec	la	glaire.		On	 peut	 donc	 supposer	 qu’une	 proportion	 des	 spermatozoïdes	 n’est	 pas	 fécondante	après	l’éjaculation,	mais	que	la	fécondation	reste	tout	de	même	possible	en	l’absence	de	
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capacitation	naturelle	ou	exogène.	On	notera	d’ailleurs	que	la	méthode	de	prélèvement	de	semence	mâle	qui	permet	d’obtenir	les	meilleurs	taux	de	fécondation	est	la	méthode	de	lavage	vaginal.		Une	étude	spécifique	comparant	 les	taux	de	fécondation	avec	ou	sans	AMPc	et	caféine	chez	 le	marmouset	permettrait	 de	 conclure	quant	 à	 l’efficacité	de	 ces	deux	molécules.	Les	 conditions	 optimales	 de	 culture	 (milieux,	 enrichissements)	 de	 semence	mâle	 sont	encore	peu	 connues,	 bien	que	 l’on	puisse	dire	que	 la	 capacitation	des	 spermatozoïdes	chez	le	marmouset	avec	l’AMPc	et	la	caféine	ne	semble	pas	indispensable.		C)	Obtention-Maturation	des	gamètes	femelles		L’objectif	 de	 la	 reproduction	 assistée	 par	 F.I.V	 ou	 I.C.S.I	 est	 la	 production	 d’embryons	viables	 et	 ré-implantables,	 soit	 dans	 les	 trompes,	 soit	 dans	 l’utérus	 d’un	 individu	receveur.	Si	 l’on	 ne	 considère	 que	 les	 gamètes	 lors	 de	 protocoles	 de	 F.I.V,	 le	 facteur	 limitant	 le	nombre	d’embryons	à	produire	n’est	pas	le	nombre	de	spermatozoïdes,	mais	le	nombre	d’ovocytes	 récupérables	:	 on	 doit	 donc	 chercher	 à	 augmenter	 le	 nombre	 de	 follicules	ovariens	prélevables	par	animal.	Les	ovocytes	récoltés	doivent	alors	être	fécondables	et	doivent	pouvoir	se	développer	in	vitro	pour	être	ré-implantés.		1)	Stimulation	ovarienne	:	production	d’un	grand	nombre	de	follicules	récupérables		Rappel	:	La	FSH	(hormone	folliculo	stimulante)	et	la	LH	(hormone	lutéinisante)	sont	les	deux	hormones	hypophysaires	«	clés	»	du	cycle	oestral	:		-La	 FSH	 permet	 le	 recrutement	 et	 le	 développement	 de	 follicules	:	 Des	 follicules	primordiaux,	 représentant	 la	 part	 la	 plus	 importante	 des	 follicules	 dans	 l’ovaire	 vont,	sous	l’influence	de	l’hormone	folliculo-stimulante,	se	développer	et	former	des	follicules	secondaires	et	tertiaires.	Parmi	ceux-ci,	certains	seront	«	recrutés	»	et	poursuivront	leur	développement	 jusqu’au	 stade	 de	 follicule	 pré-ovulatoire,	 et	 donc	 de	 follicules	potentiellement	récupérables.		-Les	ovocytes	contenus	dans	ces	 follicules	pré-ovulatoires	sont,	 jusqu’à	quelques	 jours	précédant	 l’ovulation,	bloqués	dans	 leur	division	méiotique	au	stade	de	prophase	 I.	Le	
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pic	 de	 LH	 précédant	 l’ovulation	 va	 permettre	 de	 relancer	 la	 poursuite	 de	 la	 méiose	jusqu’au	 stade	 métaphase	 II,	 et	 donc	 de	 provoquer	 l’émission	 du	 premier	 globule	polaire.	L’ovocyte	sera	alors	fécondable	après	une	dernière	étape	de	maturation.	-Suite	à	l’ovulation	et	sous	l’influence	de	LH,	les	cellules	de	la	granulosa	sécrèteront	de	la	progestérone	 en	 grande	 quantité,	 qui	 sera	 alors	 le	 témoin	 du	 passage	 de	 la	 phase	folliculaire	à	lutéale.		
a)	Caractéristiques	et	protocoles	de	stimulation	ovarienne		La	stimulation	ovarienne	consiste	à	soumettre	un	animal	à	un	traitement	(généralement	hormonal)	afin	d’augmenter	le	nombre	de	follicules	se	développant	au	cours	d’un	cycle,	et	donc	le	nombre	de	gamètes	femelles	récupérables.	Pour	 savoir	 à	 quel	 moment	 récupérer	 les	 ovocytes,	 il	 faut	 être	 capable	 de	 dater	l’ovulation	à	priori	afin	de	récupérer	des	 follicules	matures.	 Ils	doivent	également	être	en	 nombre	 suffisant,	 en	 raison	 des	 nombreuses	 pertes	 à	 chaque	 étape	 du	 protocole,	depuis	la	phase	de	récupération	des	gamètes	jusqu’à	la	ré-implantation	d’embryons	:	De	nombreux	 ovocytes	 sont	 perdus	 au	moment	 de	 la	 ponction,	 de	 la	maturation	 in	 vitro	(Tomioka	 et	 al.,	 2012)	 si	 elle	 est	 nécessaire,	 de	 la	 fécondation(Takahashi	 et	 al.,	 2014;	Marshall	et	al.,	2003).	Il	en	est	de	même,	lors	du	développement	embryonnaire	jusqu’au	stade	blastocyste	(Tomioka	et	al.,	2012),	et	lors	du	transfert	embryonnaire	(Ishibashi	et	al.,	2013a).	Sachant	que	 les	 indicateurs	de	qualité	des	ovocytes	sont	assez	peu	connus,	lorsque	l’on	veut	produire	des	embryons	en	quantité,	 le	plus	efficace	est	de	chercher	à	produire	un	nombre	de	follicules	prélevables	le	plus	élevé	possible.		Plusieurs	 hormones,	 peuvent	 être	 utilisées	 dans	 des	 protocoles	 de	 stimulation	:	 les	prostaglandines	F2	alpha,	permettant	de	 synchroniser	 les	 femelles	d’un	 lot,	 La	 rh-FSH	(Hormone	 Folliculo-Stimulante	 recombinante	 humaine)	 permettant	 le	 développement	des	 follicules	 primaires	 en	 follicules	 secondaires,	 puis	 pré-ovulatoires,	 et	 la	 hCG,	possédant	 une	 action	 mixte	 LH/FSH,	 participant	 à	 la	 maturation	 folliculaire	 et	 au	déclenchement	de	l’ovulation.	Les	différents	protocoles	existants	seront	analysés	selon	les	caractéristiques	suivantes	:	les	hormones	utilisées	et	leur	posologie,	le	nombre	de	follicules	récupérés	et	leur	taille,	la	méthode	de	récolte	et	le	taux	de	fécondation.		
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Le	nombre	de	 follicules	récupérés	dépend	principalement	de	trois	 facteurs	:	 l’efficacité	du	protocole	de	stimulation,	la	taille	des	follicules	que	l’on	veut	récupérer	et	la	méthode	de	récolte.	Concernant	les	protocoles	de	stimulation	ovarienne	:	L’utilisation	d’hCG	la	veille	du	jour	prévu	de	récolte	à	une	dose	75-500	UI	permet	de	choisir	la	date	d’ovulation,	donc	le	jour	de	récolte	ou	d’insémination,	mais	pas	d’augmenter	le	nombre	de	follicules	prélevables	(Lopata,	Summers,	&	Hearn,	1988;	Grupen	et	al.,	2007).		L’utilisation	 de	 FSH	 pendant	 5	 à	 9	 jours,	 si	 elle	 est	 à	 dose	 d’au	moins	 50UI	 par	 jour	permet	d’augmenter	significativement	le	nombre	de	follicules	pré-ovulatoires.(Marshall	et	al,	2003).		Il	 est	 plus	 pratique,	 lorsque	 l’on	 travaille	 avec	 plusieurs	 animaux,	 de	 synchroniser	 les	cycles	des	 femelles	 :	 Une	 injection	 d’un	 analogue	 des	 prostaglandines,	 le	 cloprosténol,	provoque	la	lutéolyse	en	quelques	heures,	et	permet	donc	de	démarrer	un	nouveau	cycle	pour	toutes	les	femelles.	Cependant,	pour	que	la	synchronisation	puisse	se	faire,	 il	 faut	que	les	femelles	aient	un	corps	jaune,	et	donc	qu’elles	soient	en	phase	lutéale.		Donc	 en	 combinant	 l’utilisation	de	 la	 FSH	et	 hCG	 à	 la	 suite	 d’une	 synchronisation	 aux	prostaglandines,	on	peut	synchroniser	un	lot	de	femelles,	les	stimuler	et	récupérer	plus	d’une	 vingtaine	 d’ovocytes	 directement	 fécondables	 par	 animal.	 Très	 peu	 d’effets	secondaires	sont	décrits.	Certains	individus,	même	si	cette	proportion	est	très	faible,	peuvent	être	réfractaires	dès	la	première	 stimulation	et	ne	développent	pas	plus	de	 follicules	que	 les	 individus	non	stimulés(Marshall	et	al,	2003).	Pour	 les	autres	 individus,	même	si	 les	résultats	ne	sont	pas	significatifs,	un	effet	réfractaire	à	la	stimulation	hormonale	semble	être	présent	chez	le	marmouset	lors	d’administrations	répétées	(Marshall	et	al,	2003).	Une	diminution	du	nombre	de	follicules	récupérables	est	observée	à	la	2-3ième	stimulation	ovarienne.		Un	protocole	de	stimulation	ovarienne	débute	donc	en	début	de	phase	folliculaire,	après	avoir	au	préalable	synchronisé	 les	 femelles.	Au	cours	de	cette	phase	 les	 follicules	vont	donc	se	développer	en	nombre	plus	ou	moins	important	selon	les	hormones	choisies	et	leur	 posologie.	 Au	 cours	 de	 la	 récolte,	 la	 taille	 des	 follicules	 récupérés	 sera	 le	 critère	principal	d’analyse	de	leur	maturité.	
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Un	protocole	de	stimulation	ovarienne	est	donc	relativement	faisable,	car	il	implique	le	suivi	des	cycles	et	des	injections	réalisable	en	routine.	Il	est	également	fiable	puisque	la	majorité	 des	 individus	 y	 répondent,	 mais	 semble	 assez	 peu	 répétable	 sur	 un	 même	individu	en	raison	de	l’effet	réfractaire,	comme	c’est	le	cas	chez	le	macaque	rhésus.		
A	retenir	:		-La	FSH	permet	le	recrutement	et	le	développement	des	follicules.	-La	hCG	permet	de	compléter	la	maturation	et	de	préparer	l’ovulation.	-Les	 protocoles	 de	 stimulation	 influencent	 grandement	 le	 nombre	 d’ovocytes	récupérables.		2)	Récolte	folliculaire		
a)	Techniques	de	récolte	des	follicules		La	récolte	folliculaire	est	un	acte	invasif,	ponctuel	et	qui	fait	suite	la	plupart	du	temps	à	un	 protocole	 de	 stimulation	 hormonal.	 Sachant,	 de	 plus,	 qu’un	 effet	 réfractaire	 aux	administrations	 hormonales	 répétées	 est	 probable,	 il	 faut	 rentabiliser	 au	 mieux	 ces	techniques,	et	donc	obtenir	le	plus	de	gamètes	possibles	par	récolte.	Du	point	de	vue	du	bien-être	animal,	il	faut	aussi	minimiser	le	temps	de	récupération	des	individus.		La	 récolte	 par	 laparotomie-aspiration	 folliculaire	 est	 la	 technique	 la	 plus	 largement	utilisée	chez	le	marmouset	(Tomioka	et	al.,	2012;	Kanda	et	al,	2018).	Après	une	incision	sur	 la	 ligne	 blanche,	 l’utérus	 et	 les	 ovaires	 sont	 extériorisés.	 Avec	 une	 aiguille	 et	 une	seringue	 les	 follicules	 sont	 ponctionnés	 et	 le	 complexe	 ovocyte-cumulus	 (l’ovocyte	 et	quelques	 cellules	 folliculaires	 adhérentes)	 est	 aspiré	 dans	 la	 seringue	 contenant	 du	milieu	de	culture.	Cette	technique	peut	également	être	réalisée	avec	une	ovariectomie,	et	présente	comme	avantage	d’augmenter	de	temps	disponible	pour	récolter	les	follicules.	Cependant	dans	ce	cas,	la	répétabilité	de	la	méthode	est	nulle.	L’ovariectomie	peut	être	plus	pratique	sur	des	animaux	décédés	dont	on	voudrait	récupérer	les	gamètes.		
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La	 récolte	 par	 laparoscopie-aspiration	 folliculaire	 (Marshall	 et	 al.,	 2003)	 permet	 de	limiter	 l’invasivité	 de	 la	 procédure.	 La	 technique	 développée	 par	 Marshall	 est	 la	suivante	:	 Suite	à	une	petite	 incision	sur	 la	 ligne	médiane,	un	spéculum	d’otoscope	est	inséré	de	façon	à	pouvoir	visualiser	la	cavité	abdominale.	L’aiguille	reliée	à	une	seringue	directement	ou	à	un	système	permettant	 l’aspiration	est	passée	à	 travers	 le	speculum.	L’aspiration	est	alors	réalisée.	Cette	technique	permet	de	limiter	la	taille	de	l’incision,	et	donc	probablement	de	diminuer	le	temps	de	récupération	des	animaux.	L’aspiration	 folliculaire	 permet	 de	 récupérer	 un	 grand	 nombre	 d’ovocytes	 en	 peu	 de	temps,	mais	une	grande	quantité	(la	moitié	pour	l’étude	de	Marshall)	peut	être	perdue	au	 cours	 de	 la	 manipulation.	 La	 viscosité	 des	 follicules	 semble	 augmenter	 avec	 le	nombre	de	jours	de	stimulation	à	FSH,	ce	qui	rendrait	la	récolte	plus	difficile	(Marshall	et	al,	2003).		
b)	Facteurs	influençant	la	quantité	d’ovocytes	récupérables		La	 taille	de	 l’aiguille	 servant	à	piquer	et	aspirer	 les	 follicules	pourrait	avoir	un	 impact	sur	 le	 taux	 de	 récupération	 d’ovocytes	:	 en	 effet	 il	 faut	 que	 le	 diamètre	 interne	 de	l’aiguille	 soit	 suffisamment	 important	 pour	 qu’un	 ovocyte	 puisse	 y	 passer	 (200	 à	 300	micromètres	avec	un	cumulus	pas	trop	étendu),	mais	il	ne	faut	pas	que	le	diamètre	total	soit	 trop	 important	 afin	 de	 pouvoir	 prélever	 les	 ovocytes	 dans	 des	 follicules	 moins	«	mûrs	».	Bien	qu’il	ne	semble	y	avoir	aucune	étude	comparative	du	taux	de	récupération	en	 fonction	 du	 calibre	 de	 l’aiguille,	 on	 peut	 toutefois	 citer	 des	 études	 ou	 différents	diamètres	 sont	 utilisés	:	 L’utilisation	 d’aiguilles	 20	 Ga	 permet	 de	 ponctionner	 des	follicules	 de	 2mm	 (Marshall	 et	 al.,	 2003),	 une	 aiguille	 25	 Ga	 (Kanda	 et	 al.,	 2018)	 de	récolter	des	ovocytes	au	stade	MII,	et	une	29	Ga	de	récolter	des	ovocytes	provenant	de	follicules	de	500	micromètres	de	diamètres	environ	(Tomioka	et	al.,	2012).		La	 taille	 minimale	 choisie	 des	 follicules	 à	 récupérer	 est	 un	 des	 facteurs	 limitant	 le	nombre	d’ovocytes	 récupérables,	 et	 caractérisant	 leur	maturité.	D’autres	 	 critères,	 tels	que	la	présence	d’un	globule	polaire,	permettent	de	confirmer	que	les	ovocytes	sont	au	stade	 de	 métaphase	 II,	 et	 donc	 fécondables.	 Cette	 dernière	 technique	 d’observation	n’étant	pas	possible	au	cours	de	la	récolte,	le	tri	s’effectue	principalement	selon	la	taille	des	follicules.	
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Pour	 les	 follicules	 de	 plus	 petite	 taille,	 la	 proportion	 de	 gamètes	 atteignant	 le	 stade	métaphase,	 et	 ce	même	 après	M.I.V,	 est	 plus	 faible	 (Nayudu	 et	 al,	 2003;	 Grupen	 et	 al,	2007;	Gilchrist	et	al.,	1997).	Cette	technique	permet	toutefois	d’augmenter	le	nombre	de	follicules	utilisables	par	animal.		Lors	 de	 la	 récolte,	 des	 points	 d’ovulation	 sont	 fréquemment	 observés	 sur	 l’ovaire	 et	diminuent	 le	 nombre	 d’ovocytes	 récupérables	 (Marshall	 et	 al,	 2003).	 En	 effet	 le	prélèvement	folliculaire	est	réalisé	15-30h	après	l’injection	d’hCG	(Marshall	et	al,	2003;		Takahashi	et	al.,	2014)	et	des	 follicules	déjà	rompus	sont	observés	avec	ce	délai.	Deux	solutions	 pourraient	 être	 envisagées,	 pour	 diminuer	 les	 ovulations	 spontanées	:	premièrement	diminuer	la	durée	entre	la	dernière	injection	d’hCG	et	la	récolte,	ou	alors	utiliser	 un	 antagoniste	 GnRH	 au	 cours	 de	 la	 stimulation	 pour	 inhiber	 la	 poussée	endogène	de	LH	et	donc	les	ovulations	non	désirées.	Comme	 décrit	 ci-dessus,	 les	 ovulations	 précoces	 diminuent	 le	 nombre	 de	 follicules	récupérables.	 Le	 rinçage	 rétrograde	 (Summers,	 Shephard,	 Taylor,	 &	 Hearn,	 1987)	permet	de	récupérer	les	ovocytes	après	ovulation	via	le	procédé	suivant	:	une	canule	est	insérée	au	niveau	de	 l’infundibulum	de	 l’ovaire.	L’oviducte	contro-latéral	et	 le	col	sont	fermés	à	l’aide	d’une	pince	à	hémostase.	L’utérus	est	alors	percé	à	l’aide	d’une	aiguille,	et	un	1	ml	de	solution	y	est	injecté.	La	solution	permet	de	faire	remonter	l’ovocyte	et	de	le	faire	passer	dans	la	canule.	Les	gamètes	sont	alors	récupérés.		Les	 techniques	 de	 récoltes	 utilisées	 chez	 le	 marmouset	 sont	 assez	 proches	 de	 celle	utilisées	en	médecine	humaine	:	les	ponctions	ovocytaires	à	l’aiguille	peuvent	également	être	 réalisées	 après	 une	 stimulation	 ovarienne,	 mais	 la	 voie	 d’abord	 est	 différente	puisqu’elle	se	faire	par	voie	trans-vaginale,	à	l’aide	d’une	sonde	spécifique.		
A	retenir	:	-La	 technique	 de	 récupération	 la	 plus	 pratiquée	 est	 la	 laparotomie-aspiration	folliculaire,	 sans	ovariectomie	 associée	 si	 plusieurs	 séries	de	 stimulation	 sont	prévues	par	animal.	-La	 taille	 minimale	 choisie	 pour	 les	 follicules	 à	 ponctionner	 conditionne	 le	 nombre	d’ovocytes	récupérables	et	leur	maturité.	-Beaucoup	d’ovocytes	sont	perdus	au	cours	de	la	récupération.	
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3)	La	maturation	ovocytaire		Les	 ovocytes	 récoltés	 ne	 sont	 généralement	 pas	 directement	 fécondables,	 ils	 doivent	alors	subir	une	étape	de	maturation	in	vitro	(M.I.V)	avant	d’être	mis	en	contact	avec	les	spermatozoïdes.	Quel	 que	 soit	 le	 protocole	 de	 maturation,	 il	 se	 fait	 via	 les	 étapes	 suivantes	:	Premièrement	a	lieu	le	dépôt	des	complexes	ovocyte-cumulus	(COCs)	dans	un	substrat	(une	goutte	de	quelques	dizaines	de	microlitres	de	milieu	de	culture),	puis	les	ovocytes	subissent	 une	 étape	 de	maturation	 stricto	 sensu	 pendant	 une	 durée	 variable,	 et	 pour	finir,	 l’évaluation	de	la	maturité	des	ovocytes	(expansion	des	cellules	du	cumulus,	taux	d’ovocytes	atteignant	le	stade	MII,	présence	éventuelle	d’anomalies).		
a)	Utilisation	d’un	substrat,	support	de	base	de	la	maturation		Les	 substrats,	 généralement	 supplémentés	 en	 FBS	 (Fetal	 Bovine	 Serum),	 sont	 assez	divers	(alpha-minimum	essentiel,	Waymouth,	POM,	G1.2,	G2.2,	M.E.M)*	et	peu	d’études	réalisées	permettent	de	comparer	directement	les	différents	milieux.		Cependant,	une	comparaison	des	milieux	Waymouth,	Waymouth	pFF	(supplémenté	avec	du	 porcine	 follicular	 fluid),	 et	 POM	 (Porcine	 Oocyte	 Medium)	 permet	 de	 conclure	qu’après	30	heures	de	culture	les	milieux	Waymouth	pFF	et	POM	permettent	d’obtenir	un	 taux	 1.5	 fois	 plus	 élevé	 d’ovocyte	 (prélevés	 sur	 follicules	 de	 500	 micromètres)	atteignant	le	stade	MII	(36%	contre	24%	pour	Waymouth)(Tomioka	et	al.,	2012)	et	que	le	pourcentage	d’ovocyte	dégénéré	est	également	plus	bas.	*	:	les	milieux	indiqués	ont	des	noms	déposés	
	
b)	Complémentation	du	substrat	et	pression	partielle	en	gaz		La	 FSH	 et	 hCG,	 permettant	 in	 vivo	 le	 développement	 folliculaire	 et	 l’ovulation,	permettent	 d’accélérer	 la	 maturation	 in	 vitro	 des	 ovocytes	 (Gilchrist	 et	 al.,	 1997).	L’utilisation	 de	 ces	 gonadotropines	 dans	 des	 concentrations	 plus	 élevées	 qu’1U.I/mL	(testé	à	10	U.I/mL)	semble	diminuer	 l’expansion	des	cellules	du	cumulus	et	 le	 taux	de	fécondation	 (Tkachenko	 et	 al.,	 2010).	 L’EGF	 (epidermal	 growth	 factor),	 dans	 le	 cas	de	concentrations	élevées	en	FSH	et	hCG,	semble	avoir	un	effet	protecteur	sur	les	ovocytes.	
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Cependant,	Takahashi,	en	utilisant	uniquement	de	la	FSH	à	100	U.I/mL,	parvient	à	faire	maturer	environ	9	ovocytes	jusqu’au	stade	MII	par	animal	(Takahashi	et	al.,	2014).	Une	étude	 faisant	 varier	 uniquement	 la	 concentration	de	FSH	dans	 le	milieu	manque	pour	conclure	 à	 l’effet	 de	 la	 seule	 concentration	 de	 l’hormone	 folliculo-stimulante	 dans	 le	milieu.		L’oestradiol,	impliqué	dans	la	maturation	in	vivo	de	l’ovocyte,	est	généralement	utilisé	à	des	 concentrations	 de	 1mg/ml	 in	 vitro.	 Une	 concentration	 de	 0.1mg/ml	 permet	d’obtenir	un	meilleur	taux	de	maturation	jusqu’au	stade	MII	par	rapport	au	lot	contrôle	(72%	contre	46%	pour	le	lot	sans	oestradiol)	et	par	rapport	aux	lots	contenant	1mg/ml	d’E2(Tkachenko	et	al,	2015).		D’autres	 molécules,	 tels	 que	 des	 antibiotiques	 (penicilline,	 streptomycine)	 sont	également	 utilisées	 dans	 les	 milieux.	 L’utilisation	 d’acides	 aminés	 essentiels,	 contenu	notamment	dans	le	POM,	permet	d’augmenter	la	compétence	méiotique	in	vitro	chez	la	souris,	le	rat	et	le	mouton	(Tomioka	et	al.,	2012).		La	maturation	 se	 déroule	 dans	un	 incubateur,	 où	 les	 pressions	partielles	 en	 gaz,	 ainsi	que	 la	 température	 et	 l’humidité,	 sont	 contrôlées.	 La	 température	 est	 généralement	comprise	entre	37	et	38°	Celsius,	et	le	milieu	doit	être	humide.	La	concentration	en	CO2	est	 généralement	 fixée	 à	 5%.	 L’utilisation	 d’un	 incubateur	 tri-gaz,	 permettant	 de	 faire	varier	également	la	concentration	en	oxygène,	semble	préférable	à	un	incubateur	bi-gaz.	Bien	 que	 peu	 d’études	 évaluent	 spécifiquement	 l’influence	 du	 taux	 d’oxygène	 sur	 la	maturation,	il	semble	que	le	taux	jusqu’au	stade	MI	et	MII	soit	plus	élevé	à	20	qu’à	5%	de	dioxygène	(Tkachenko	et	al.,	2017).	
	
c)	Taille	des	follicules	prélevés	et	efficacité	de	la	maturation		La	maturité	des	ovocytes	au	moment	du	prélèvement	est	un	des	facteurs	conditionnant	le	plus	l’efficacité	de	la	maturation.	La	taille	des	follicules	est	corrélée	positivement	avec	les	 taux	de	maturation	:	 d’environ	60%	pour	des	 follicules	 de	660-840	micromètres	 à	93%	pour	des	 follicules	 de	 plus	 d’1.4mm	 (Gilchrist	 et	 al.,	 1997)	 sur	 une	même	 étude.	Marshall	(Marshall	et	al.,	2003)	rapporte	que	lors	d’une	culture	d’ovocytes	provenant	de	
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follicules	de	plus	de	2mm	de	diamètre	85%	arrivent	au	stade	de	métaphase	II	après	24	heures	 de	 culture.	 Pour	 des	 follicules	 pré-antraux	 de	 très	 petite	 taille	 (à	 partir	 de	 85	micromètres),	les	taux	de	maturation	sont	très	bas	(3.8%)	(Nayudu	et	al.,	2003).	En	effet	chez	les	follicules	de	petite	taille	les	anomalies	du	fuseau	méiotique	(problème	d’alignement	du	fuseau	ou	de	sa	structure)	sont	très	fréquentes	par	rapport	au	follicule	de	plus	d’1.5mm	(Grupen	et	al.,	2007).	La	 taille	 importante	 du	 follicule	 et	 l’expansion	 du	 cumulus	 sont	 des	 indicateurs	 de	maturité	qui	diminuent		le	temps	de	maturation	nécessaire	pour	rendre	fécondables	les	ovocytes	:	 Néanmoins,	 au	 bout	 de	 20-30	 heures	 de	 culture	 in	 vitro	 les	 ovocytes	 ont	généralement	fini	de	maturer	(Takahashi	et	al.,	2014;	Marshall	et	al.,	2003)	et	peuvent	être	utilisés	pour	la	F.I.V.		En	 réalisant	 le	 protocole	 de	 stimulation	 ovarienne	 proposé	 par	 Marshall	 en	 2003	 ou	Takahashi	en	2014,	il	est	possible	de	prélever	plus	d’une	dizaine	de	follicules	d’1.5-2mm	par	individu	donneur.	Suite	à	cela	la	maturation	dans	un	milieu	G.1.2	pendant	24h	permettrait	d’obtenir,	avec	un	 pourcentage	 de	 réussite	 supérieur	 à	 80%,	 8	 à	 9	 ovocytes	 «	mûrs	»	 donc	potentiellement	fécondables.			
A	retenir	:	-La	Maturation	In	Vitro	se	déroule	dans	un	substrat	généralement	complémenté	en	FSH	et	 hCG,	 où	 la	 température,	 l’hygrométrie	 et	 les	 pressions	 partielles	 en	 gaz	 sont	contrôlées.	-L’efficacité	 de	 la	maturation	 dépend	 avant	 tout	 de	 la	 qualité	 des	 ovocytes	 (taille	 des	follicules,	développement	du	cumulus,	etc…)	-Des	 études	 comparant	 spécifiquement	 les	 milieux	 et	 leur	 complémentations	permettrait	d’optimiser	les	protocoles	de	maturation.				
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D)	Insémination	artificielle	sans	F.I.V	:	dépôt	de	semence	dans	le	tractus	génital	femelle		L’insémination	 artificielle	 sans	 Fécondation	 In	 Vitro	 consiste	 en	 le	 dépôt	 de	 semence	mâle	 dans	 le	 tractus	 génital	 femelle.	 Elle	 permet	 la	 reproduction	 d’individus	 non	compatibles,	ou	encore	l’utilisation	de	semence	d’individus	décédés	ou	non	disponibles.	Elle	doit	se	faire	avec	du	sperme	de	qualité,	en	quantité	suffisante,	et	doit	être	apporté	le	plus	proche	possible	des	ovocytes.	D’un	point	de	vue	temporel	elle	doit	être	réalisée	le	plus	près	possible	de	l’ovulation.			1)	Récupération	de	la	semence		La	semence	doit	être	récupérée	avec	une	méthode	permettant	d’obtenir	un	bon	taux	de	motilité	ainsi	qu’en	quantité	suffisante	:	en	effet	entre	70	et	200	microlitres	de	sperme	sont	 injectés	 (Morrell	 et	 al.,	 1997;	 Takabayashi	 et	 al.,	 2015),	 contenant	 entre	 1	 et	 4-5	millions	de	spermatozoïdes.	Les	méthodes	de	PVS	(Takabayashi	et	al.,	2015)	et	de	lavage	vaginal	 post-coït	 semblent	 plus	 indiquées	 que	 l’utilisation	 de	 sperme	 d’origine	épididymaire	 (Morrell	 et	 al.,	 1998)	car	 elles	 permettent	 d’obtenir	 du	 sperme	 en	 plus	grande	quantité.	La	méthode	de	swim-up	peut	également	être	utilisée	pour	augmenter	la	fraction	de	spermatozoïdes	motiles.	La	semence	cryo-conservée	possède	par	contre	un	taux	de	motilité	deux	fois	plus	bas	que	la	semence	fraîche	(Morrell	et	al.,	1998).		2)	Dépôt	de	la	semence	dans	le	tractus	génital	de	la	femelle		La	 semence	 doit	 être	 déposée	 le	 plus	 près	 possible	 de	 l’ovocyte	:	 à	 l’aide	 de	 tube	 en	plastique(Morrell	 et	 al.,	 1997)	 ou	 de	 cathéter	 (Takabayashi	 et	 al.,	 2015)	 reliée	 à	 une	seringue	d’1ml,	 le	sperme	est	déposé	soit	au	niveau	du	col	(Morrell	et	al.,	1997)	soit	si	possible	 directement	 dans	 l’utérus.	 Dans	 ce	 dernier	 cas	 une	 anesthésie	 générale	 est	nécessaire.	Les	inséminations	doivent	être	réalisées	autour	de	la	période	d’ovulation	:	Entre	une	et	trois	injections	sont	généralement	faites	dans	les	24-48h	encadrant	l’ovulation.	Bien	que	l’étude	de	Morrell	de	1998	ne	semble	pas	montrer	de	différence	significative	entre	 les	protocoles	comprenant	1,2	ou	3	inséminations,	il	faut	aussi	noter	que	le	pourcentage	de	
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gestation	 obtenu	 avec	 cette	 étude	 est	 bas	 quel	 que	 soit	 le	 protocole.	 Il	 est	 donc	probablement	 préférable	 de	 réaliser	 une	 insémination	 12-24	 heures	 avant	 la	 date	prévue	d’ovulation,	une	au	moment	de	 l’ovulation,	 et	une	12-24	heures	 après,	 comme	cela	est	réalisé	chez	d’autres	espèces,	telles	que	le	chimpanzé.	De	plus,	la	durée	de	vie	et	la	motilité	 sont	 des	 paramètres	 diminués	 pour	 les	 spermatozoïdes	 cryo-conservés	:	 Il	convient	donc	de	réaliser	plusieurs	inséminations	pour	ce	type	de	semence.		3)	Détermination	de	la	date	d’ovulation			Pour	pouvoir	déterminer	les	dates	d’insémination,	plusieurs	méthodes	de	suivi	de	cycle	peuvent-être	 combinées	:	 Suite	 à	 l’injection	 de	 cloprostenol	 l’ovulation	 a	 lieu	 en	moyenne	9-11	 jours	 après.	 Le	 suivi	des	 concentrations	plasmatiques	en	progestérone,	ainsi	 que	 l’échographie,	 sont	 des	 outils	 qui	 permettent	 de	dater	 de	quelques	heures	 à	posteriori	 l’ovulation.	 Les	 échographies	 de	 suivi	 peuvent	 commencer	 à	 J7	 du	 cycle,	 et	permettent	de	suivre	le	développement	des	follicules	jusqu’à	leur	rupture.	La	montée	de	la	concentration	en	progestérone	au	dessus	de	10	ng/ml	nous	indique	le	lendemain	de	l’ovulation.	 Le	 calcul	 du	 nombre	 de	 jours	 suivant	 l’injection	 de	 cloprosténol,	 le	 suivi	échographique	et	le	dosage	de	la	progestérone	combinées	permettent	de	déterminer	de	façon	précise	quand	l’ovulation	aura	eu	lieu,	et	donc	les	dates	auxquels	ils	faut	inséminer	les	femelles.			4)	Echec	lors	d’insémination	:	facteurs	causaux		Une	 semence	 de	 mauvaise	 qualité	 peut	 expliquer	 des	 échecs	 d’insémination,	 ou	 des	gamètes	en	quantité	 trop	 faible	comme	cela	peut	être	 le	cas	avec	 la	semence	d’origine	épididymaire	(Morrell	et	al.,	1998).	Le	 dépôt	 de	 semence	 à	 une	 distance	 trop	 importante	 du	 col	 est	 également	 une	 des	raisons	d’échec	à	 l’insémination	:	en	effet	 le	vagin	du	marmouset	est	composé	de	deux	parties,	la	vagin	supérieur,	distal	au	col	et	comportant	des	plis	longitudinaux,	et	le	vagin	inférieur,	 proximal	 au	 col	 et	 comportant	 des	 plis	 transversaux	:	 le	 passage	 avec	 un	cathéter	 du	 vagin	 supérieur	 à	 inférieur	 peut	 être	 confondu	 avec	 le	 passage	 du	 col,	 et	l’opérateur	 peut	 donc	 déposer	 par	 erreur	 la	 semence	 au	 niveau	 du	 vagin.	 Pour	 éviter	cela,	l’échoguidage	peut	permettre	de	visualiser	le	passage	du	col,	et	la	connaissance	de	
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l’anatomie	du	marmouset	peut	également	indiquer	ou	non	le	passage	du	cervix	:	la	limite	du	vagin	supérieur/inférieur	se	situe	à	17	mm	après	le	passage	de	la	vulve	et	le	col	à	une	distance	de	34	mm	par	rapport	à	la	vulve.	L’insémination	artificielle	par	dépôt	de	semence	dans	le	tractus	femelle	est	une	méthode	relativement	 faisable,	puisqu’elle	 implique	des	méthodes	de	suivi	de	cycle	réalisées	en	routine	et	une	technicité	moindre	que	les	méthodes	d’I.C.S.I	et	de	F.I.V	par	incubation	de	semence	 mâle	 et	 femelle.	 Sa	 fiabilité	 semble	 dépendre	 grandement	 du	 protocole	employé,	puisque	les	taux	de	gestation	varient	de	12,5%(Morrell	et	al,	1997)	à	100%	sur	certains	lots(Morrell	et	al,	1998),	d’où	l’intérêt	d’avoir	des	méthodes	de	suivi	de	cycle	et	d’insémination	efficace.	Enfin,	c’est	une	méthode	répétable	sur	les	femelles.	Cependant,	même	 si	 les	 taux	 de	 fécondation	 obtenus	 peuvent	 être	 satisfaisants,	 cette	méthode	ne	permet	pas	un	accès	à	l’embryon.		E)	La	Fécondation	In	Vitro			La	Fécondation	In	Vitro	consiste	en	la	réunion	et	la	fusion	de	gamètes	mâle	et	femelle	en	dehors	 de	 l’organisme	 receveur.	 Elle	 permet,	 en	 comparaison	 avec	 l’insémination	artificielle	sans	F.I.V,	de	pouvoir	visualiser	l’embryon,	son	développement,	les	anomalies	éventuelles.	 Il	 est	 également	possible	de	 le	modifier,	 génétiquement,	 afin	d’obtenir	 un	modèle	d’étude	de	pathologies	d’origine	génétique.	Deux	techniques	de	Fécondation	In	Vitro	sont	réalisées	chez	le	marmouset	:	l’incubation	de	gamètes	et	l’I.C.S.I	(Intra-Cytoplasmic	Sperm	Injection).		1)	La	Fécondation	In	Vitro	par	incubation	de	gamètes		La	 F.I.V	 par	 incubation	 consiste	 en	 la	 mise	 en	 culture	 dans	 le	 même	 milieu	 de	spermatozoïdes	et	d’ovocytes.	Comme	c’est	le	cas	pour	la	maturation	in	vitro,	plusieurs	ovocytes	 sont	mis	 dans	 une	 goutte	 (quelques	 dizaines	 de	microlitres)	 de	milieu,	 sous	huile	 minérale.	 A	 l’aide	 d’une	 micro-pipette	 Les	 spermatozoïdes	 sont	 ensuite	 ajoutés	dans	le	milieu.		Les	milieux	 utilisables	 sont	 variés	:	 (IVF100,	 TALP,	 G1.2,	Waymouth,	 POM)*…	Aucune	étude	ne	compare	spécifiquement	l’influence	du	milieu	sur	le	taux	de	fécondation,	mais	
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l’étude	 de	 Tomioka	 (Tomioka	 et	 al.,	 2012)	 démontre	 qu’un	 taux	 de	 formation	 de	pronucléi	 (premier	 témoin	 de	 la	 fécondation)	 est	 plus	 important	 avec	 un	 milieu	Waymouth	que	dans	le	POM.	Les	conditions	de	températures	et	de	pression	partielle	en	gaz	sont	les	mêmes	que	celles	utilisées	pour	la	M.I.V.		Pour	 que	 la	 fécondation	 ait	 lieu,	 il	 faut	 que	 les	 spermatozoïdes	 déposés	 le	 soient	 en	quantité,	 et	 que	 la	 mise	 en	 culture	 se	 fasse	 pendant	 un	 temps	 suffisant.	 Les	concentrations	 dans	 le	milieu	 de	 fécondation	 varient	 entre	 1	 (Kanda	 et	 al,	 2018)	 et	 6	millions	de	spermatozoïdes/ml	 (Tomioka	et	al,	2012).	Le	 temps	d’incubation	 lui,	varie	de	4	(Kanda	et	al,	2018)	à	environ	20h	(Takahashi	et	al,	2014).	Suite	 à	 l’incubation	 les	 ovocytes	 sont	 lavés	 avec	 du	 milieu	 de	 culture,	 et	 les	 taux	 de	fécondation	sont	évalués	par	l’émission	du	second	globule	polaire,	et	par	la	formation	de	pronucléi	quelques	heures	après	fécondation	(Kanda	et	al.,	2018).	Même	si	des	taux	de	fécondation	plus	bas	de	20%	sont	observés	dans	une	étude	utilisant	une	 concentration	 faible	 (1	 million/ml)	 en	 spermatozoïde,	 et	 ce	 pendant	 un	 temps	d’incubation	court	(4h)	(Kanda	et	al.,	2018),	il	est	difficile	de	conclure	à	une	relation	de	cause	 à	 effet.	 En	 effet	 le	 principal	 facteur	 influant	 sur	 le	 taux	 de	 fécondation	 est	 très	probablement	la	qualité	des	gamètes	utilisé.	L’utilisation,	premièrement,	des	méthodes	de	 sélections	 de	 gamètes	 mâles	 (swim-up,	 centrifugation	 sur	 gradient	 de	 densité)	 et	secondement	 d’un	 nombre	 élevé	 d’ovocytes	 au	 stade	MII	 semblent	 être	 les	 deux	 axes	principaux	pour	l’obtention	d’un	nombre	élevé	de	zygotes	par	cette	méthode	de	F.I.V.	Cependant,	 	une	période	de	co-incubation	de	15-20h	permet	de	s’assurer	que	le	temps	de	 mise	 en	 contact	 des	 spermatozoïdes	 et	 des	 ovocytes	 est	 suffisant,	 et	 que	 tous	 les	ovocytes	fécondables	puissent	être	utilisés.	*	:	Les	milieux	indiqués	ont	des	noms	déposés		
A	retenir	:	-Les	ovocytes	et	les	spermatozoïdes	sont	mis	dans	une	même	goutte	de	milieu	de	culture	pour	la	fécondation,	pendant	une	durée	de	15-20h,	avant	d’être	lavés.	-Une	concentration	en	spermatozoïdes	de	3-5	millions/ml	est	suffisante.	-L’efficacité	dépend	avant	tout	de	la	qualité	des	gamètes	utilisés.			
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2)	La	fécondation	in	vitro	par	injection	intra-cytoplasmique	(ICSI)		 	La	 fécondation	 in	 vitro	 par	 I.C.S.I	 (IntraCytoplasmic	 Sperm	 Injection)	 consiste	 en	l’injection	 d’un	 unique	 spermatozoïde	 dans	 le	 cytoplasme	 de	 l’ovocyte.	 En	 médecine	humaine,	 cette	 technique	 est	 généralement	 utilisée	 pour	 les	 hommes	 présentant	 des	anomalies	de	la	spermatogénèse	:	azoospermie	et	tératospermie	principalement.	Chez	le	marmouset,	 elle	 peut	 également	 être	 utilisée	 pour	 le	 même	 type	 de	 pathologies.	 Des	essais	sont	également	réalisés	pour	raccourcir	 le	délai	 inter-génerationnel	en	réalisant	des	I.C.S.I	avec	de	la	semence	de	mâle	pré-pubère	(Ogonuki	et	al.,	2018).		
a)	Déroulement	de	l’ICSI		Les	 gamètes	 mâles	 sont	 initialement	 déposés	 dans	 un	milieu	 de	 stockage-maturation	(les	milieux	utilisés	pour	la	M.I.V	sont	utilisables).	Ils	sont	alors	lavés,	puis	dilués	à	des	concentrations	 10-20	 fois	 inférieures	 à	 celle	 utilisées	 pour	 la	 F.I.V	 par	 incubation	(Takahashi	 et	 al.,	 2014),	 ce	 qui	 permet	 de	 pouvoir	 sélectionner	 plus	 facilement	 un	spermatozoïde.	 Les	 critères	 de	 sélection	 sont	 principalement	 la	 morphologie	 et	 la	motilité,	 qui	 doivent	 permettre	de	pouvoir	 détecter	 des	 gamètes	morts	 ou	 encore	des	malformations	(anomalies	du	flagelle,	de	 la	tête,	etc).	Une	fois	choisi,	 le	spermatozoïde	est	 immobilisé	à	 l’aide	d’une	aiguille	contre	 le	 fond	de	 la	boite,	 le	 flagelle	est	cassé.	Le	gamète	est	alors	aspiré.		Dans	le	second	milieu,	l’ovocyte	subit	une	étape	de	«	décoronisation	»	après	environ	20	heures	de	maturation	:	il	est	mis	en	contact	avec	de	la	hyaluronidase	(1mg/ml)	pendant	une	 minute	 afin	 de	 faciliter	 le	 détachement	 des	 cellules	 du	 cumulus.	 Il	 est	 par	 suite	aspiré	 à	 l’aide	 d’une	 micro-pipette,	 puis	 transféré	 dans	 un	 nouveau	 milieu	 de	maturation.		
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Figure	5:	injection	d'un	spermatozoïde	dans	le	cytoplasme	d'un	ovocyte	(I.C.S.I)(Takahashi	et	al,	2014)			Une	 fois	 isolé,	 le	globule	polaire	positionné	à	6	ou	12	heures,	 l’ovocyte	est	 immobilisé	avec	 une	 pipette	 de	 contention.	 La	 membrane	 pellucide	 est	 alors	 percée	 à	 l’aide	 de	l’aiguille	contenant	le	spermatozoïde,	et	le	gamète	est	injecté	selon	un	angle	de	90°	par	rapport	à	l’axe	6-12h.	
	
b)	Paramètres	de	l’ICSI	et	efficacité	de	la	F.I.V		Les	 facteurs	 influençant	 l’efficacité	 de	 la	 méthode	 sont,	 comme	 pour	 la	 FIV	 par	incubation,	la	qualité	des	gamètes	utilisés	:			Concernant	 les	gamètes	mâles,	 leur	évaluation	au	microscope	est	peu	précise,	puisque	seule	 la	motilité	 et	des	anomalies	grossières	peuvent	être	observées.	L’IMSI	 (Injection	Magnifiée	de	Spermatozoïde)	non	réalisée	à	ce	jour	sur	le	marmouset,	est	une	technique	similaire	à	L’ICSI	utilisant	un	microscope	à	grossissement	plus	important	(10000	au	lieu	de	2-4000).	Elle	permet	de	détecter	d’autres	anomalies	telles	que	des	vacuoles	au	niveau	de	la	tête.	Elle	permettrait	donc	d’améliorer	la	qualité	de	sélection	des	gamètes	mâles.		
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De	plus,	l’étude	réalisée	par	Ogonuki	en	2018	montre	des	taux	d’activation	des	ovocytes	plus	bas	si	l’ICSI	(appelé	ROSI	pour	les	spermatides	les	plus	immatures	et	ELSI	pour	des	immatures	plus	 tardifs)	 est	 réalisée	avec	de	 la	 semence	d’individus	pré-pubères.	Pour	avoir	 des	 taux	 de	 fécondation	 le	 plus	 élevé	 possible,	 il	 faut	 donc	 être	 capable	 de	sélectionner	un	spermatozoïde	mature,	motile	qui	semble	ne	pas	présenter	d’anomalies.		Concernant	 les	 gamètes	 femelles,	 l’étude	 réalisée	par	Takahashi	 semble	 suggérer	qu’il	faille	 attendre	 au	moins	deux	heures	 après	 l’expulsion	du	globule	polaire	de	 l’ovocyte	pour	réaliser	L’ICSI.	Même	si	les	résultats	ne	sont	pas	significatifs,	après	2h	les	taux	de	fécondation	et	de	développement	jusqu’au	stade	de	blastocyste	sont	plus	élevés	:	le	taux	de	 fécondation	est	de	87%	si	 l’ICSI	est	réalisée	1-2h	post-expulsion	du	globule	polaire	contre	 95-100%	 si	 l’ICSI	 est	 réalisée	 2-6	 heures	 après,	 et	 le	 taux	 de	 développement	jusqu’au	 stade	blastocyste	 est	de	5%	pour	 le	 lot	 1-2h	 contre	16-31%	pour	 le	 lot	 2-6h	(Takahashi	et	al.,	2014).		
A	retenir	:	-L’ICSI	est	une	technique	de	FIV	permettant	de	sélectionner	un	unique	spermatozoïde.	-La	fécondation	est	«	provoquée	»	mécaniquement	par	un	dépôt	du	gamète	mâle	dans	le	cytoplasme	de	l’ovocyte.	-La	 mise	 place	 de	 critères	 de	 sélection	 plus	 préçis	 pourrait	 permettre	 d’augmenter	l’efficacité	de	cette	technique.		3)	Analyse	comparative	des	deux	techniques	de	F.I.V		Sur	 les	 protocoles	 de	 FIV	 réalisés,	 l’efficacité	 de	 l’ICSI	 est	 similaire	 à	 la	 FIV	 par	incubation	(Takahashi	et	al,	2014)	:	le	taux	de	fécondation	peut-être	supérieur	à	80%,	et	le	 taux	 de	 développement	 jusqu’au	 stade	 blastocyste	 est	 également	 similaire	 pour	 les	deux	 méthodes	 (Kropp	 et	 al,	 2017).	 Etant	 donné	 que	 l’ICSI	 nécessite	 l’utilisation	 de	matériel	coûteux,	elle	ne	présente	d’intérêt,	par	rapport	à	la	FIV	par	incubation,	que	si	le	mâle	présente	des	pathologies	de	la	reproduction.		Il	 a	 été	 déterminé	 précédemment	 qu’il	 était	 possible	 d’obtenir	 8	 à	 9	 ovocytes	fécondables	 par	 femelle	 stimulée.	 Avec	 des	 taux	 de	 conception	 plus	 de	 80%	 sur	 les	
	 53	
études	récentes,	il	est	donc	possible	d’obtenir		6	à	7	zygotes	par	individus	donneurs.	La	problématique	suivante	est	donc	de	permettre,	suite	à	la	fécondation,	le	développement	des	embryons	in-vitro	avant	ré-implantation.		F)	Culture	embryonnaire	in	vitro		La	 culture	 embryonnaire	 représente	 la	 dernière	 étape	 in	 vitro	 avant	 le	 transfert	 des	embryons.	A	la	fin	de	celle-ci	les	embryons	doivent	être	viables,	sans	anomalies	et	donc	ré-implantables.	 Ils	 doivent	 donc	 avoir	 été	 cultivés	 suffisamment	 longtemps	 pour	pouvoir	être	ré-implantés,	et	en	nombre	suffisant	pour	pouvoir	produire	idéalement	des	portées	de	deux	ou	trois	individus.		1)	Déroulement	de	La	Culture	In	Vitro		Suite	 à	 la	 FIV,	 les	 embryons	 sont	 lavés	 et	 mis	 dans	 quelques	 dizaines	 de	 microlitres	(généralement	 3-5	 embryons	 pour	 50-70	 microlitres)	 de	 milieu	 de	 culture.	 La	 CIV	(Culture	 In	 Vitro)	 se	 déroule	 en	 plusieurs	 étapes	:	 le	milieu	 est	 généralement	 changé	après	 les	24-72	premières	heures	de	 culture,	puis	 toutes	 les	48	heures.	 La	 culture	est	maintenue	jusqu’à	obtention	du	stade	de	développement	souhaité	pour	l’embryon.		Les	différents	 stades	de	développement	peuvent	être	évalués	à	 la	 loupe	binoculaire	et	nous	 renseignent	 sur	 le	 nombre	 de	 jours	 de	 culture	 nécessaire	 avant	 le	 transfert	embryonnaire	:	En	effet	les	embryons	sont	généralement	re-implantés	entre	le	stade	10-16	cellules	et	blastocyste	(Ishibashi	et	al.,	2013a),	soit	entre	4	et	9	jours	de	culture.	
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Figure	6:	Développement	de	l'embryon	au	cours	du	temps.	(C)	embryon	stade	2	cellules.	(E)	embryon	stade	4-
8	cellules.	(G)	Morula.	(I)	Blastocyste(Kropp	et	al.,	2017)		Durant	 la	CIV,	de	nombreux	produits	sont	perdus	:	en	effet	 le	pourcentage	d’embryons	arrivant	 jusqu’au	 stade	 blastocyste	 varie	 de	 0%	 (Kanda	 et	 al.,	 2018)	 selon	 les	 lots,	jusqu’à	 environ	 60%	 (Marshall	 et	 al.,	 2003),	 d’où	 l’importance	 d’optimiser	 tant	 que	possible	les	conditions	de	culture.	Nous	pourrons	évaluer	l’efficacité	de	la	culture	embryonnaire	in	vitro	selon	les	taux	de	premier	clivage,	et	de	développement	plus	tardifs,	jusqu’au	stade	de	blastocyste.		
A	retenir	:	-La	 CIV	 dure	 entre	 4	 et	 9	 jours,	 selon	 le	 stade	 de	 développement	 souhaité	 pour	l’embryon.	-De	nombreux	produits	sont	perdus	au	cours	de	cette	étape.		2)	Le	substrat,	support	de	base	de	la	culture	embryonnaire	in	vitro		Les	 substrats	utilisés	pour	 la	CIV	 sont	variés	 (CMRL	1066,	 	Cleav	et	Blast	 chez	Origio,	G2.2,	 G2…)*.	 Selon	 le	milieu	utilisé,	 une	 complémentation	 en	hormones	 (similaire	 aux	complémentations	 pour	 la	 MIV)	 peut	 être	 à	 réaliser	:	 Le	 milieu	 G2	 est	 par	 exemple	
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complémenté	 en	 EGF,	 FSH,	 LH.	 Des	 acides	 aminés	 peuvent	 être	 également	rajoutés(Grupen	 et	 al.,	 2007).	 La	 plupart	 des	 milieux	 (Cleav	 et	 Blast,	 CMRL1066,	 G2,	mais	pas	 ISM1-ISM2)	 sont	 également	 complémenté	 en	FBS	 (Fetal	Bovine	Serum)	ou	à	complémenter	 en	 sérum	 de	 marmouset.	 Une	 étude	 de	 Kanda	 (Kanda	 et	 al.,	 2018)	présente	 une	 co-culture	 originale	 entre	 des	 fibroblastes	 de	 souris	 et	 du	 milieu	 Blast	contenant	les	embryons.	Il	 ne	 semble	 pas	 exister,	 à	 ce	 jour	 et	 pour	 le	 marmouset	 spécifiquement,	 d’études	permettant	 de	 comparer,	 à	 conditions	 identiques,	 l’influence	 du	 milieu	 de	 culture	embryonnaire	sur	le	développement	des	zygotes.	Cependant,	nous	pouvons	citer	plusieurs	études	utilisant	les	milieux	suivants	présentent	des	taux	de	développement	élevés	jusqu’au	stade	blastocyste	:	Marshall,	en	utilisant	du	G1.2-G2.2,	 obtiennent	 par	 exemple	 un	 taux	 de	 67%	 de	 blastocystes(Marshall	 et	 al.,	2003).	 L’étude	 de	 Grupen(Grupen	 et	 al.,	 2007)	 utilisant	 du	 milieu	 G2	 complémenté	obtient	en	fin	de	culture	un	taux	de	47%	de	blastocystes	 ,	et	Takahashi,	en	utilisant	de	L’ISM1-ISM2,	obtient	un	taux	de	35-40%(Takahashi	et	al.,	2014).	*	:	Les	milieux	cités	ont	des	noms	déposés.		
A	retenir	:	-Comme	pour	la	MIV,	la	CIV	se	déroule	dans	un	substrat	complémenté.	-Les	milieux	 G1-2,	 G2-2,	 G2	 et	 ISM1-ISM2	 sont	 adaptés	 et	 efficaces	 pour	 la	 culture	 in	vitro.		3)	Facteurs	influençant	l’efficacité	de	la	culture	in	vitro		
a)	Effet	de	la	stimulation	ovarienne			L’étude	 de	 Marshall	 (Marshall	 et	 al.,	 2003)	 nous	 permet	 de	 comparer	 l’influence	 du	protocole	de	 stimulation	 sur	 le	 taux	de	développement	embryonnaire,	 et	 ce	 sans	 faire	varier	la	qualité	des	gamètes	mâles,	les	conditions	de	maturation	in	vitro,	la	fécondation	et	le	milieu	de	culture	embryonnaire.	En	 comparant	 les	 protocoles	 de	 stimulation	 on	 observe	 qu’il	 y	 a	 une	 durée	minimale	nécessaire	de	stimulation	à	FSH	in	vivo,	d’au	moins	5	jours	et	demi,	à	une	dose	de	50	U.I	par	jour	puisqu’aucun	embryon	n’est	obtenu	si	la	stimulation	est	plus	courte.	
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		Le	délai	entre	 la	dernière	 injection	de	FSH	et	celle	d’hCG	(pour	«	finir	»	 la	préparation	des	follicules)	semble	avoir	également	une	influence	sur	le	taux	de	développement	:	En	effet	le	lot	pour	lequel	le	délai	entre	la	dernière	injection	de	FSH	et	l’injection	d’hCG	est	de	24h	présente	des	taux	de	fécondation	et	de	développement	significativement	plus	bas	(jusqu’à	60%	plus	faible)	par	rapport	au	lot	pour	lequel	ce	même	délai	n’est	que	de	6h.		De	plus,	des	durées	de	 stimulation	à	FSH	de	plus	de	5	 jours	ne	 semblent	pas	néfastes	pour	 le	développement	embryonnaire,	 comme	en	 témoigne	 l’étude	de	Takahashi	où	 la	durée	de	stimulation	à	FSH	est	de	9	jours	(Takahashi	et	al.,	2014).	Cependant,	il	existe	une	étude	dans	laquelle	on	observe	en	cas	de	stimulation	longue	(9	jours	ici)	que	les	ovocytes	au	stade	MII	au	moment	de	la	récolte	(donc	sans	maturation	in	 vitro	 nécessaire)	 semblent	 ne	 pas	 pouvoir	 se	 développer	 (Kanda	 et	 al.,	 2018),	l’hypothèse	 principale	 étant	 que	 la	 persistance	 d’ovocytes	 mûres	 dans	 l’ovaire	entrainerait,	au	bout	d’un	certain	temps,	leur	dégénérescence.		
b)	Effet	de	la	maturation	in	vitro			La	maturation	in	vitro	est	un	facteur	conditionnant	le	nombre	et	la	qualité	des	ovocytes	avant	fécondation.	La	complémentation	du	milieu	de	MIV	semble	avoir	une	influence	sur	le	taux	de	développement	embryonnaire	:	Même	si	les	résultats	ne	sont	pas	significatifs,	l’ajout	d’oestradiol	à	une	concentration	de	0.1	microgramme/mL	semble	augmenter	 le	taux	de	premier	clivage	(82%	contre	60%	avec	le	lot	témoin)(Tkachenko	et	al.,	2015).	La	concentration	en	oxygène	dans	l’incubateur	lors	de	la	maturation	semble	également	avoir	une	influence	:	le	taux	de	premier	clivage	est	plus	élevé	(83%)	si	la	concentration	en	O2	est	fixée	à	20%	plutôt	qu’à	5%	(le	taux	de	clivage	est	alors	de	59%).		
A	retenir	:	-L’utilisation	de	FSH	à	une	dose	de	50	U.I/jour	pendant	5,5-9	jours	lors	de	protocoles	de	stimulation	suivie	d’une	injection	d’hCG	quelques	heures	plus	tard	permet	d’optimiser	le	développement	des	embryons	après	fécondation.	-La	 complémentation	 en	 oestradiol	 et	 un	 taux	 de	 20%	 de	 dioxygène	 lors	 de	 la	maturation	semblent	augmenter	le	taux	de	clivage.	
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La	 culture	 d’embryons	 est	 donc	 l’étape	 «critique»	 de	 la	 fécondation	 in	 vitro	 pour	plusieurs	 raisons	:	 Premièrement	 elle	 est	 celle	 qui	 comporte	 le	 plus	 grand	 nombre	d’intervention	 sur	 l’embryon,	 en	 raison	 des	 changements	 de	 milieux	 fréquent.	Deuxièmement	elle	est	celle	qui	présente,	même	sur	des	études	récentes,	le	pourcentage	de	 réussite	 le	 plus	 variable	 (Kanda	 et	 al,	 2018;	 Marshall	 et	 al,	 2003).	 Pour	 finir,	 elle	conditionne	directement	le	nombre	d’embryons	directement	implantables.		Les	techniques	permettant	la	récolte	et	le	développement	des	ovocytes	in	vitro,	ainsi	que	les	 cultures	 embryonnaires	 semblent,	 pour	 le	 moment,	 sub-optimales.	 Des	 études	permettant	de	comparer	la	plupart	des	milieux	de	cultures,	ainsi	qu’une	liste	exhaustive	des	 compléments	 (hormonaux,	 minéraux,	 etc)	 à	 ajouter	 permettraient	 probablement	d’augmenter	le	rendement	des	protocoles	de	reproduction	assistée.	Quoi	qu’il	en	soit,	la	condition	 sine	 qua	 non	 à	 la	 réussite	 de	 protocoles	 de	 reproduction	 assistée	 reste	 la	qualité	des	gamètes	récoltés.	Comme	 décrit	 précédemment,	 chaque	 femelle	 stimulée	 peut	 permettre	 d’obtenir	 une	dizaine	d’ovocytes.	Avec	 les	rendements	de	 la	maturation	 in	vitro	et	de	 la	 fécondation,	nous	 obtenons	 6	 à	 7	 zygotes	 par	 individus	 donneur.	 En	 prenant	 en	 compte	 un	pourcentage	 de	 35%	 d’ovocytes	 fécondés	 atteignant	 un	 stade	 de	 développement	suffisant	pour	être	transférés,	nous	pouvons	obtenir	deux	à	trois	embryons	implantables	par	femelle	stimulée.		G)	Le	Transfert	Embryonnaire		Le	transfert	embryonnaire,	soit	la	récolte	et	l’implantation	d’embryons	chez	un	individu	receveur,	est	la	dernière	étape	de	la	reproduction	assistée,	dont	l’objectif	est	la	gestation.	Pour	que	celui-ci	soit	efficace,	les	embryons	doivent	être	viables,	et	en	nombre	suffisant.	De	plus,	ils	doivent	être	implantés	au	bon	stade	du	cycle,	et	à	une	localisation	de	l’utérus	compatible	avec	la	nidation.	Enfin,	 la	manipulation	doit	être	la	moins	invasive	possible	pour	l’animal.								
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1)	La	récolte	embryonnaire		La	 récolte	 embryonnaire,	 dont	 l’objectif	 est	 de	 récupérer	 des	 embryons	 dont	 la	fécondation	a	eu	lieu	in	vivo,	peut	se	distinguer	selon	deux	grandes	modalités	:	Par	voie	chirurgicale	 ou	 non	 chirurgicale,	 le	 principe	 de	 récupération	 des	 embryons	 étant	 le	suivant	:	 Un	 liquide	 de	 rinçage	 est	 injecté	 dans	 l’utérus,	 puis	 il	 est	 ré-aspiré	 afin	 de	récupérer	les	embryons.	
	
a)	Récolte	embryonnaire	par	voie	chirurgicale		La	 récolte	 embryonnaire	 par	 voie	 chirurgicale	 implique	 une	 laparotomie	 et	 une	extériorisation	 des	 ovaires	 et	 de	 l’utérus.	 Selon	 le	 stade	 de	 gestation,	 les	 embryons	seront	 présents	 dans	 les	 trompes	 (jusqu’au	quatrième	 jour)	 ou	 au	niveau	du	 corps	 (à	partir	du	cinquième	jour)(Kropp	et	al.,	2017).	Pour	 la	 récolte	 des	 embryons	 présents	 dans	 les	 oviductes,	 une	 canule	 est	 insérée	 à	travers	 l’infundibulum	de	 l’ovaire.	 L’oviducte	 contro-latéral	 est	 isolé	 avec	 une	 pince	 à	hémostase,	ainsi	que	 le	col.	1mL	de	 liquide	(DMEM,DPBS)	est	 injectée	au	 travers	de	 la	paroi	 utérine	 au	 niveau	 du	 corps	 (Summers	 et	 al.,	 1987).	 Le	 liquide,	 ainsi	 que	 les	potentiels	 embryons	 récupérés,	 seront	 alors	 évacués	 par	 la	 canule,	 dont	 la	 seconde	extrémité	est	reliée	à	un	plateau	de	culture.	La	même	manipulation	est	ensuite	réalisée	pour	 l’autre	oviducte.	Le	nombre	moyen	d’embryons	 récolté	par	 cette	méthode	est	de	1,6.	Pour	 une	 récolte	 des	 embryons	 dans	 l’utérus,	 du	 cinquième	 au	 onzième	 jour	 de	gestation,	 le	 col	 utérin,	 ainsi	 que	 les	 deux	 oviductes	 sont	 isolés	 à	 l’aide	 d’une	 pince	 à	hémostase.	 Via	 une	 aiguille	 insérée	 au	 niveau	 de	 l’extrémité	 proximale	 du	 cervix,	 le	liquide	de	rinçage	est	 injecté,	puis	ré-aspiré	à	 l’aide	d’une	seringue	dont	 l’extrémité	de	l’aiguille	 est	 dans	 la	 lumière	utérine	 (Hanazawa	 et	 al,	 2012;	 Summers	 et	 al,	 1987).	 Le	nombre	 moyen	 d’embryons	 récupérés	 via	 cette	 méthode	 est	 de	 1,8	 pour	 l’étude	 de	Summers,	et	d’1,91	pour	l’étude	d’Hanazawa.		La	 récolte	 des	 embryons	 dans	 l’utérus	 à	 J5-11	 de	 gestation	 semble	 plus	 efficace	:	Concernant	 la	 faisabilité	 des	 deux	 méthodes,	 des	 erreurs	 techniques	 concernant	 la	canulation	 de	 l’infundibulum	 lors	 de	 la	 récolte	 dans	 les	 oviductes	 sont	 rapportées	
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(Summers	et	al,	1987).	De	plus,	 le	rendement	de	la	récolte	des	embryons	dans	l’utérus	est	légèrement	plus	élevé.		
b)	Récolte	embryonnaire	par	voie	non	chirurgicale		Les	 techniques	 de	 récolte	 d’embryons	 par	 voie	 non	 chirurgicale	 nécessitent	 la	cathétérisation	 du	 col,	 qu’elle	 soit	 écho-guidée	 (Ishibashi	 et	 al.,	 2013b)	 ou	 non	(Hanazawa	 et	 al,	 2012;	 Thomson,	 Kalishman,	 &	 Hearn,	 1994).	 Elles	 présentent	 de	nombreux	 avantages	:	 Elles	 sont	 moins	 invasives	 que	 les	 techniques	 par	 voie	chirurgicales,	 le	 temps	 de	 récupération	 est	 donc	 moins	 long,	 et	 les	 manipulations	peuvent	 être	 répétées	 le	 cycle	 suivant,	 contre	 deux	 ou	 trois	 cycles	 après	 pour	 la	 voie	chirurgicale.	La	 cathéterisation	 du	 col	 peut	 être	 réalisée	 avec	 une	 canule	 externe	 (une	 aiguille	émoussée)		dans	laquelle	passe	une	canule	interne	(également	une	aiguille	émoussée,	de	plus	petit	diamètre).Pour	faciliter	le	passage	du	cervix,	une	sonde	échographique	peut-être	 utilisée	 (Ishibashi	 et	 al,	 2013b)	 et	 limite	 les	 risques	 de	 lésion	 de	 l’endomètre	présent	lorsque	le	guidage	du	cathéter	est	réalisé	par	palpation	manuelle	(Thomson	et	al,	1994).	Le	col	peut	être	visualisé	plus	facilement	en	utilisant	un	speculum	(Thomson	et	al,	1994).	Similairement	 aux	 techniques	 de	 récolte	 par	 voie	 chirurgicale,	 du	 liquide	 (1-5mL	 de	DMEM	ou	DPBS)	est	 injecté	puis	 récupéré	afin	de	«	rincer	»	 l’utérus,	 ce	qui	permet	de	récolter	 les	 embryons.	 L’injection	 peut	 se	 réaliser	 via	 le	 col	 (Ishibashi	 et	 al,	 2013;	Thomson	et	al.,	1994)	ou	par	voie	percutanée	(Hanazawa	et	al,	2012).	Pendant	ce	temps,	les	oviductes	sont	comprimés	manuellement	par	un	second	opérateur.	L’embryon	peut	par	la	suite	être	récupéré.	Le	liquide	peut-être	récolté	soit	via	un		tube	insérée	jusqu’au	col,	dont	le	vide	est	maintenu	pour	permettre	l’aspiration	(Hanazawa	et	al,	 2012),	 soit	 via	 l’espace	présent	 entre	 la	 canule	 externe	et	 interne	 (en	effet	dans	 ce	dernier	cas	le	liquide	a	été	injecté	via	la	canule	interne,	et	sera	récupéré	avec	l’embryon	en	s’écoulant	dans	 l’espace	compris	entre	 la	canule	externe	et	 interne)(Ishibashi	et	al.,	2013a).	L’embryon	est	ensuite	directement	mis	en	culture.			
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Figure	7:	Exemple	d'une	 technique	de	récolte	d'embryons	par	voie	non	chirurgicale(Hanazawa	et	al,	2012)	
(A)	:	 Dispositif	 de	 récolte	 des	 embryons	:	 Du	 liquide	 est	 injecté	 par	 voie	 percutanée	 dans	 l’utérus	 de	 la	
femelle.	Le	liquide	contenant	les	embryons	est	récupéré	au	niveau	du	col	utérin,	catheterisé	à	l’aide	d’un	tube	
en	 verre	 relié	 à	 une	 pompe	 à	 vide.	 (B)	:	 I.	 Aiguilles	 connectant	 le	 tube	 de	 récole	 à	 la	 pompe	 à	 vide.	 II.	
Endoscope	III.	Tube	en	verre	inséré	au	niveau	de	l’ostium	externe	de	l’utérus.	IV.	Adaptateur	connectant	I	à	
III.	V	:	seringue	et	tubulre	connectée	à	une	aiguille	servant	à	injecter	le	liquide	dans	l’utérus.	(C)	:	injection	par	
voie	percutanée.	(D)	:	Dispositif	de	récupération	des	embryons.		
c)	analyse	comparative	des	deux	types	de	récoltes		Les	 taux	 de	 récupération	 par	 voie	 non	 chirurgicale	 semblent	 légèrement	 inférieurs	 à	ceux	 obtenus	 par	 voie	 chirurgicale	 (1,71	 embryons	 récupérés	 contre	 1,91	 par	 voie	chirurgicale	sur	l’étude	d’Hanazawa),	mais	restent	tout	de	même	élevés	(1,97	lorsque	le	flush	est	réalisé	à	J6	post-ovulation	pour	l’étude	d’Hishibashi).	Les	 techniques	 de	 récupération	 d’embryons	 non	 invasives	 semblent	 supérieures	 pour	plusieurs	 raisons	:	 Premièrement	 elles	 sont	 hautement	 répétables(Ishibashi	 et	 al,	2013b),	et	à	une	fréquence	(possiblement	à	chaque	cycle)	bien	plus	importante	que	les	techniques	 de	 récolte	 par	 voie	 chirurgicale.	 Même	 s’il	 ne	 semble	 pas	 exister	 d’étude	déterminant	 un	 nombre	 limite	 de	 laparotomie	 pour	 ce	 type	 d’intervention,	 il	 semble	
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impossible	de	pratiquer	la	récolte	par	voie	chirurgicale	fréquemment.	La	faisabilité	et	la	fiabilité	des	méthodes	semblent	équivalentes.	D’un	point	de	vue	vétérinaire,	les	méthodes	non	chirurgicales	sont	moins	douloureuses	et	plus	courtes	(15	minutes	pour	l’étude	d’Ishibashi).		
d)	Facteurs	influençant	l’efficacité	de	la	récolte		Plusieurs	 facteurs	pourraient	 influencer	 l’efficacité	de	 la	 récolte.	Augmenter	 le	volume	de	 flush	 jusqu’à	4ml	 semble	permettre	d’obtenir	une	pression	 suffisante	dans	 l’utérus	pour	provoquer	l’écoulement	du	liquide	et	ce,	sans	compression	manuelle	des	oviductes	(Ishibashi	 et	 al,	 2013a).	 Cette	 compression	 pourrait,	 si	 des	 embryons	 sont	 encore	présents	dans	les	trompes,	empêcher	leur	descente	dans	l’utérus.	De	plus,	lorsque	la	récolte	du	liquide	se	fait	via	l’espace	entre	la	canule	externe	et	interne	(Ishibashi	et	al.,	2013b),	 le	diamètre	de	chacune	des	aiguilles	est	à	prendre	en	compte.	En	effet	lorsqu’une	aiguille	28	Ga	est	utilisée	comme	canule	interne	et	une	aiguille	20	Ga	comme	canule	 externe,	 l’espace	disponible	pour	 le	passage	des	 embryons	 est	 compris	entre	120	et	240	micromètres,	selon	la	position	des	canules	entre	elles.	Or	une	morula	(6	jours	de	gestation	environ)	a	un	diamètre	de	160	micromètres	et	un	blastocyste	(7-10	jours	de	gestation)	200-230	micromètres.	Si	la	canule	interne	n’est	pas	collée	contre	un	des	bords	de	la	canule	externe,	l’espace	n’est	pas	suffisant	pour	permettre	de	récupérer	les	embryons	les	plus	avancés.	L’utilisation	d’une	canule	externe	plus	large,	même	si	la	cathétérisation	 serait	plus	difficile,	permettrait	de	 récupérer	une	plus	grande	quantité	d’embryons.		
e)	Analyse	comparative	de	la	récolte	embryonnaire	et	de	l’obtention	d’embryon	par	FIV		La	récolte	embryonnaire	présente	comme	avantage,	en	comparaison	avec	les	protocoles	de	F.I.V,	 de	 limiter	 le	 temps	de	manipulation	nécessaire	:	 en	 effet	 il	 n’y	 a	ni	 besoin	de	stimuler	hormonalement	les	femelles,	ni	de	faire	une	étape	de	M.I.V,	ni	de	fécondation	in	vitro.	 De	 plus,	 les	 méthodes	 de	 flush	 semblent	 plus	 répétables	 que	 les	 méthodes	 de	stimulation	ovarienne	et	d’aspiration	folliculaire.		
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Cependant,	 le	nombre	d’embryons	matures	ré-implantables	est	plus	important	avec	un	protocole	de	F.I.V	qu’avec	un	flush	utérin	(3-4	contre	1,7-1,9),	et	la	F.I.V	présente	comme	avantage	 de	 pouvoir	 suivre	 le	 développement	 des	 embryons	 dès	 la	 fécondation,	 et	d’avoir	des	lots		à	des	stades	(2-4	cellules,	morula	,etc)	globalement	identiques.		Or	dans	le	cas	de	la	récolte	embryonnaire,	la	date	du	flush	utérin	est	choisie	par	rapport	à	 l’ovulation	 présumée,	 donc	 de	 façon	 peu	 préçise	:	 Par	 exemple,	 lorsque	 le	 flush	 est	réalisé	 à	 J6	 post-ovulation,	 des	 embryons	 au	 stade	 4-8	 cellules	 et	 des	 blastocystes	peuvent	être	récupérés	(Ishibashi	et	al.,	2013b).	Il	peut	donc	être	nécessaire	de	faire	de	la	culture	in	vitro	avant	l’implantation,	avec	le	risque	de	diminuer	le	nombre	d’embryons	ré-implantables.		Le	choix	de	mettre	en	place	un	protocole	de	reproduction	assistée	par	F.I.V	plutôt	qu’un	flush	utérin	repose	tout	d’abord	sur	les	objectifs	attendus	du	projet	:	si	l’intérêt	principal	est	 d’avoir	 un	 accès	 à	 l’embryon,	 à	 moindre	 coût,	 de	 façon	 répétée,	 et	 ce	 avec	 une	technicité	de	laboratoire	limitée,	la	récolte	au	stade	embryonnaire	semble	plus	indiquée	que	 celle	 au	 stade	 ovocytaire.	 Les	 couples	 doivent	 cependant	 avoir	 une	 fréquence	 de	reproduction	naturelle	importante.	Cependant	 si	 le	 rendement	 par	 animal	 et	 par	 manipulation	 doit	 être	 le	 plus	 haut	possible,	dans	une	animalerie	présentant	un	roulement	important	d’individus,	avec	une	technicité	de	laboratoire	élevée,	le	protocole	de	F.I.V	sera	à	préférer.		D’un	point	de	vue	vétérinaire,	et	en	respectant	 les	3Rs	(remplacer,	réduire,	raffiner),	il	semble	 préférable	 de	 réaliser	 un	 flush	 utérin	 car	 pour	 un	même	 nombre	 d’embryons	récupérés	 un	 nombre	 plus	 faible	 d’animaux	 donneur	 est	 requis	 (Réduire).	 De	 plus	l’invasivité	du	flush	utérin	est	faible	en	comparaison	avec	le	protocole	de	F.I.V.		
A	retenir	:	-La	récolte	embryonnaire	par	voie	non	chirurgicale	a	un	rendement	supérieur	à	la	voie	chirurgicale,	par	une	répétabilité	plus	élevée.	-Elle	nécessite	la	cathétérisation	du	col.	-La	FIV	permet	d’obtenir	le	nombre	le	plus	élevé	d’embryons	par	individu	et	à	des	stades	de	développement	similaires.		
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2)	L’implantation	d’embryons		Une	fois	récoltés	ou	cultivés,	les	embryons	sont	prêts	à	être	ré-implantés.	Tout	comme	la	récolte	embryonnaire,	l’implantation	peut	se	faire	selon	deux	voies	:	chirurgicale	ou	non	chirurgicale.	 L’efficacité	 de	 ces	 méthodes	 sera	 évaluée	 selon	 les	 taux	 de	 grossesse	obtenus	suite	au	 transfert,	 et	 le	 taux	de	naissance	par	 rapport	au	nombre	d’embryons	transférés.	
	
a)	Implantation	d’embryons	par	voie	chirurgicale		L’implantation	 d’embryons	 par	 voie	 chirurgicale	 nécessite	 une	 laparotomie	 et	 une	extériorisation	des	ovaires	et	de	l’utérus(Summers	et	al.,	1987;	Hanazawa	et	al.,	2012).	L’utérus	 est	 ponctionné	 au	 niveau	 du	 fundus,	 jusque	 dans	 la	 lumière,	 à	 l’aide	 d’une	aiguille.	 Une	 pipette	 en	 verre	 contenant	 un	 embryon	 	 dans	 1	 microlitre	 de	 liquide,	attachée	 à	 une	microseringue,	 est	 ensuite	 passée	 jusqu’à	 la	 lumière	 de	 l’utérus,	 via	 le	trou	 fait	avec	 l’aiguille.	L’embryon	est	 injecté.	Via	cette	 technique,	 l’étude	de	Summers	présente	un	taux	de	grossesse	et	de	naissance	de	100%	en	transférant	des	embryons	à	J4	 de	 gestation,	 et	 de	 85	 et	 50%	 en	 transférant	 des	 morulas.	 L’étude	 d’Hanazawa	présente	un	taux	de	grossesse	de	57%	et	un	taux	de	naissance	de	36%.	Cette	 technique	 semble	 efficace,	même	 si	 les	 taux	 de	 succès	 dépendent	 probablement	très	fortement	de	l’opérateur.	Nous	pourrions	aussi	envisager	l’implantation	au	niveau	des	trompes,	soit	en	passant	un	cathéter,	sans	inciser	l’oviducte,	depuis	l’infundibulum,	soit	en	incisant	plus	en	aval	et	en	injectant	les	embryons	plus	proche	du	corps	utérin.		
b)	Implantation	d’embryons	par	voie	non	chirurgicale		L’implantation	par	voie	non	chirurgicale	permet	de	déposer	des	embryons	dans	le	corps	utérin	sans	avoir	à	recourir	à	une	laparotomie.	Pour	faciliter	la	cathéterisation	du	cervix,	un	tube	en	verre,	qui	sert	de	speculum,	est	inséré	dans	le	vagin	(Takahashi	et	al.,	2014;	Ishibashi	 et	 al,	 2013a).	 Le	 col	 peut	 alors	 être	 visualisé	 à	 l’aide	 d’un	 endoscope	(Takahashi	et	al,	2014)	ou	d’un	otoscope	(Marshall,	Kalishman,	&	Thomson,	1997).		
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Tout	comme	 la	récolte	embryonnaire	par	voie	non	chirurgicale,	une	canule	externe	de	19-20	Ga	(aiguille	métallique	émoussée	ou	en	plastique)	dans	 laquelle	est	 insérée	une	canule	interne	de	26-28	Ga,	est	passée	à	travers	le	col.	Le	passage	peut-être	facilité	par	echo-guidage	 (Takahashi	 et	 al.,	 2014)	 ou	 par	 palpation	 abdominale	 (Marshall	 et	 al.,	1997).	La	canule	interne	rigide	sert	de	mandrin	si	la	canule	externe	est	souple.		
Figure	 8:	 Transfert	 embryonnaire	 par	 voie	 non	 chirurgicale(Ishibashi	 et	 al,	 2013a).	 (B)	 Dispositif	
expérimental.	 (C)	 coupe	 longitudinale	 du	 corps	 utérin	 et	 du	 col	 avant	 transfert	 embryonnaire.	 La	 flèche	
indique	la	position	de	l’extrémité	de	la	canule	interne.	(D)	La	flèche	indique	l’extrémité	de	la	canule	interne	
après	transfert	embryonnaire	et	les	pointes	de	flèche	le	signal	échogénique	résultant	du	transfert.	Les	images	
C	et	D	sont	issus	d’une	transfert	ayant	abouti	à	une	mise	bas.	(E)	 	 Image	d’un	transfert	n’ayant	pas	abouti	à	
une	gestation	:	le	signal	échogénique	résultant	du	transfert	est	à	proximité/	au	niveau	du	col	utérin.	
		Une	 fois	 le	 col	 passé,	 le	 mandrin	 (la	 canule	 interne)	 est	 retiré.	 Une	 nouvelle	 canule	interne,	 contenant	 à	 son	 extrémité	1	 à	3	 embryons,	 et	 reliée	 à	une	microseringue,	 est	passée	 dans	 la	 canule	 externe.	 Les	 extrémités	 des	 deux	 canules	 sont	 alignées,	 et	avancées	 jusqu’à	 ce	 qu’elles	 se	 trouvent	 à	 3	 mm	 de	 l’extrémité	 distale	 du	 fundus	 de	l’utérus.	La	canule	externe	est	alors	reculée	jusqu’à	l’extrémité	proximale	du	col.		
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Les	embryons	sont	injectés.	Les	deux	canules	sont	retirées,	rincées	afin	de	vérifier	que	les	embryons	ont	bien	été	déposés	dans	l’utérus.		Les	 taux	 de	 succès	 sont	 assez	 variables	:	 Takahashi,	 avec	 des	 embryons	 produits	 par	ICSI,	 obtient	 respectivement	 un	 taux	 de	 grossesse	 de	 20-37,5%	 et	 de	 naissance	 de	naissance	de	2.7-28.6%	selon	les	lots.		Selon	 ces	 critères,	 les	 méthodes	 d’implantation	 non	 chirurgicales	 semblent	 moins	efficaces,	 bien	 qu’Ishibashi,	 en	 2013,	 a	 obtenu	 un	 taux	 de	 grossesse	 de	 80%,	 et	 de	naissance	de	75%,	sur	un	lot.		
c)	Facteurs	influençant	l’efficacité	du	transfert	embryonnaire		L’utilisation	d’embryons	dans	les	premiers	stades	de	développement	est	à	préférer	:	en	effet	 à	 protocole	 identique,	 l’étude	 de	 Takahashi	 obtient	 des	 taux	 de	 grossesse	 et	 de	naissance	 de	 respectivement	 38%	 et	 27%	 lors	 de	 l’implantation	 d’embryons	 de	 6-8	cellules,	et	de	20	et	3%	pour	embryons	au	stade	blastocyste.	Similairement,	 l’étude	de	Summers	présente	des	taux	de	100	et	100%	pour	des	embryons	de	4-10	cellules,	et	de	86	et	50%	pour	des	morulas.	Les	résultats	sont	contradictoires	quant	au	nombre	d’embryons	à	transférer	:	si	l’étude	de	 Summers	 de	 1987	 n’a	 pas	 mis	 en	 évidence	 d’influence	 du	 nombre	 d’embryons	 à	transférer	 sur	 le	 taux	 de	 grossesse	 et	 de	 naissance,	 celle	 d’Ishibashi,	 même	 si	l’échantillonnage	est	faible,	obtient	100%	de	gestation	et	de	naissance	pour	les	femelles	ayant	reçu	2	embryons,	contre	respectivement	59	et	35%	lorsqu’un	unique	embryon	est	déposé	 dans	 l’utérus.	 Il	 ne	 semble	 pas	 non	 plus	 exister,	 à	 ce	 jour,	 d’étude	 comparant	l’efficacité	du	lieu	de	dépôt	(trompes	ou	fundus)	de	l’embryon	sur	le	taux	de	gestation	et	de	naissance.	Le	volume	de	milieu	contenant	les	embryons	à	injecter	doit	également	être	le	plus	faible	possible	:	en	effet	pour	un	volume	de	transfert	d’un	microlitre	les	taux	de	grossesse	et	de	naissance	sont	 respectivement	de	80	et	75%,	et	de	50	et	27%	pour	un	volume	de	2-3	microlitre	(Ishibashi	et	al,	2013a).	Ces	résultats	sont	valables	pour	un	transfert	par	voie	non	chirurgicale.	La	cryogénisation	diminue	 le	 taux	de	survie	des	embryons,	et	également	 l’efficacité	du	transfert	:	 de	 nombreuses	 anomalies	 de	 forme	 et	 de	 taille	 	 sont	 observées	 à	 la	
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décongélation	 (Summers	 et	 al,	 1987)	:	 les	 taux	 de	 grossesse	 et	 de	 naissance	 sont	diminués	de	30	à	environ	60%	selon	le	protocole	de	cryogénisation	utilisé.	Enfin,	le	décalage	du	stade	du	cycle	entre	les	individus	donneurs	et	receveur	d’embryons	permet	 d’augmenter	 l’efficacité	 du	 transfert	:	 en	 comparaison	 avec	 des	 couples	donneuse-receveuse	 synchronisées	 (donc	 toute	 deux	 au	 même	 stade	 du	 cycle),	l’implantation,	 chez	une	 receveuse,	d’un	embryon	provenant	d’une	 femelle	2	à	4	 jours	plus	avancée	dans	son	cycle	permet	de	quadrupler	le	taux	de	gestation	(Marshall	et	al.,	1997).		
A	retenir	:	-On	 peut	 supposer	 que	 le	 protocole	 d’implantation	 le	 plus	 efficace	 serait	 à	mettre	 en	place	par	voie	chirurgicale	avec	des	embryons	de	4-10	cellules,	non	cryogénisés	et	sur	un	couple	de	donneuse	receveuse	asynchrone.	-Les	taux	de	grossesse	et	de	naissance	obtenus	sont	très	variables	selon	les	études.		H)	La	cryoconservation	des	gamètes	et	embryons		La	cryoconservation	est	un	procédé	visant	à	refroidir	et	à	maintenir	à	une	température	très	basse	une	cellule,	un	tissu	ou	un	organe.	L’activité	métabolique	du	produit	est	alors	totalement	suspendue,	et	il	peut	être	conservé	pour	une	durée	indéfinie.	Appliquée	à	des	techniques	 de	 reproduction	 assistée,	 la	 cryoconservation	 des	 gamètes	 concerne	principalement	les	spermatozoïdes,	les	ovocytes,	ainsi	que	les	embryons.	Les	 intérêts	de	cette	technique	sont	multiples	:	 Il	est	par	exemple	possible	de	prélever	une	quantité	 importante	de	gamètes	sur	un/une	reproducteur/reproductrice	d’intérêt,	et	de	les	conserver	afin	de	pouvoir	étaler	leur	utilisation	dans	le	temps,	diminuant	ainsi	le	 nombre	 de	 manipulations	 nécessaires.	 Il	 est	 alors	 possible	 de	 diffuser	 des	 gènes	d’intérêt	 sur	 une	 population	 plus	 grande	 d’individus.	 La	 cryoconservation	 permet	également	les	échanges	de	produits	(sperme,	ovocytes,	embryons)	entre	structures	afin	de	diminuer	 la	 consanguinité	dans	des	élevages.	Concernant	 la	préservation	d’espèces	en	voie	de	disparition,	cette	technique	permet	de	constituer	un	pool	génétique	suffisant	pour	 reconstituer	 une	 population	 d’individus	 viable	 en	 cas	 de	 quasi-extinction	 d’une	espèce.	
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Pendant	 la	procédure	de	 refroidissement	utilisée	pour	 la	 congélation,	 	deux	processus	peuvent	altérer	 l’efficacité	de	 la	cryoconservation	:	 le	 stress	osmotique	et	 la	 formation	de	gel	intra-cellulaire.	L’utilisation	de	molécules	perméables	à	la	membrane	telle	que	le	glycerol	ou	 le	DMSO,	ou	d’autres	molécules	telles	que	des	sucres,	permet	de	réduire	 le	stress	 osmotique	 et	 d’empêcher	 la	 formation	 de	 cristaux	 intra-cellulaire	 (Fickel,	Wagener,	&	Ludwig,	2007).		Suite	 à	 la	 récolte	 du	 sperme,	 les	 gamètes	 sont	 «	lavés	»	 et	 dilués	 dans	 une	 solution	(Spermwash,	Test	Yolk,	etc),	puis	peuvent	être	par	la	suite	centrifugés	par	une	technique	de	swim-up	(Wolf,	2009).	Une	fois	les	spermatozoïdes	triés,	le	cryoprotecteur	(glycérol	par	 exemple)	 est	 ajouté.	 La	 solution	 est	 alors	 scellée	 sous	 forme	 de	 paillette	 et	mis	 à	refroidir	 au	 contact	 de	 l’azote	 liquide.	 Le	 refroidissement	 peut	 se	 faire	 par	plusieurs	 	paliers	via	 un	 freezer	 automatisé	 (Morrell	 et	 al.,	 1998),	 ou	 de	 façon	 plus	manuelle	:	 Une	 fois	 scellées,	 les	 paillettes	 sont	mis	 sur	 une	 structure	 flottante	 sur	 un	bain	d’azote	liquide	:	sans	contact	direct	avec	l’azote,	la	température	dans	les	paillettes	va	 descendre	 progressivement.	 Au	 bout	 d’une	 dizaine	 de	 minutes,	 les	 prélèvements	seront	plongées	dans	la	cuve	et	seront	alors	conservés.		Concernant	les	ovocytes	et	les	embryons,	l’utilisation	de	cryoprotecteurs	est	également	indispensable.	 Suite	 à	 la	 mise	 en	 solution,	 les	 gamètes	 peuvent	 être	 congelés	 via	 un	refroidissement	 lent,	 par	 paliers	 (Summers	 et	 al.,	 1987),	 ou	 extrêmement	 rapide,	directement	dans	l’azote	liquide,	pour	réaliser	une	vitrification	(Cai	et	al.,	2018).	Dans	ce	dernier	cas,	on	distingue	la	vitrification	ouverte	et	fermée	selon	qu’il	y	ait	contact	direct	ou	non	avec	l’azote	liquide.	Après	la	décongélation,	 les	gamètes	doivent	conserver	leur	capacité	à	féconder	ou	à	se	développer	:	Les	spermatozoïdes	doivent	être	motiles	et	en	capacité	de	fusionner	avec	la	membrane	 de	 l’ovocyte	 via	 la	 réaction	 acrosomale,	 et	 les	 embryons	 doivent	 pouvoir	s’implanter	dans	l’utérus	d’une	receveuse	et	continuer	à	se	diviser.	Certains	spermatozoïdes	subissent	diverses	modifications	fonctionnelles	et	structurelles	à	 cause	 du	 refroidissement	:	 perte	 partielle	 ou	 totale	 de	 la	mobilité,	 altérations	 de	 la	membrane	acrosomale	:	On	estime	que	la	motilité	est	divisée	par	deux	à	la	décongélation		par	rapport	à	un	éjaculat	frais	(Morrell	et	al.,	1998).	La	durée	de	vie	des	gamètes	après	décongélation	est	également	plus	faible	que	pour	de	la	semence	fraîche	:	Pour	cela,	lors	
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de	protocoles	de	fécondation	par	dépôt	de	semence	dans	le	tractus	génital	femelle,	il	est	conseillé	d’ajouter	une	insémination	supplémentaire	le	plus	près	possible	de	l’ovulation.	Cependant,	les	taux	de	gestation	obtenus	restent	tout	de	même	plus	faibles.	(Morrell	et	al,	1998).	Toutefois,	la	baisse	du	pourcentage	de	motilité	est	moins	problématique	dans	le	cadre	d’une	I.C.S.I,	un	seul	spermatozoïde	étant	nécessaire	pour	la	fécondation.		Suite	 au	 dégel,	 les	 ovocytes	 et	 les	 embryons	 subissent	 des	 altérations	 plus	 ou	moins	réversibles	:	Principalement	des	fissures	de	la	membrane	pellucide	pour	les	ovocytes,	et	des	 changements	 de	 forme	 ou	 dégénérescence	 de	 blastomères	 pour	 les	embryons(Summers	et	al,	1987).	La	technique	de	vitrification	pour	 les	ovocytes	et	 les	embryons,	qu’elle	soit	ouverte	ou	fermée,	 semble	plus	efficace	en	 terme	de	 survie	pos-décongélation,	de	 fécondation,	de	clivage	 et	 de	 gestation,	 par	 rapport	 à	 la	 technique	 de	 refroidissement	 lent	 (Cai	 et	 al,	2018).	Concernant	cette	dernière	technique,	l’utilisation	du	DMSO	semble	plus	indiquée	que	le	glycérol	 en	 tant	 que	 cryoprotecteur	 pour	 limiter	 l’altération	 d’embryons	 de	 4	 jours.	L’âge	semble	également	avoir	une	influence	:	Le	taux	de	survie	à	la	décongélation	semble	plus	 important	 chez	 des	 embryons	 d’une	 semaine	 par	 rapport	 à	 des	 embryons	 à	 J4	(Summers	et	al.,	1987).	En	comparaison	avec	des	gamètes	ou	embryons	«	frais	»,	les	taux	de	fécondation	et	par	la	 suite	 de	 gestation	 semblent	 plus	 bas	:	 l’étude	 de	 Summers	 rapporte	 des	 taux	 de	grossesse	de	55%	avec	un	transfert	de	morula	dégelés,	contre	85,7%	avec	le	lot	témoin.	On	peut	donc	dire	que	même	si	la	cryogénisation	diminue	la	fécondabilité	des	gamètes	et	la	viabilité	des	embryons,	il	reste	toutefois	possible	d’obtenir	des	mises	bas	avec	des	individus	viables	(Ishibashi	et	al.,	2013a).		
A	retenir	:	-L’utilisation	 de	 cryoprotecteurs	 est	 indispensable	 à	 la	 conservation	 par	cryoconservation.	-Les	spermatozoïdes	peuvent	être	refroidis	de	façon	lente	ou	rapide.	-La	 vitrification	 est	 la	 technique	 à	 utiliser	 pour	 la	 conservation	 d’ovocytes	 et	d’embryons.	
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-L’utilisation	 de	 gamètes	 ou	 d’embryons	 cryoconservés	 pour	 des	 protocoles	d’insémination	 artificielle	 a	 des	 rendements	 plus	 faibles	 en	 comparaison	 avec	l’utilisation	de	semence/embryons	frais.		La	 cryoconservation	 est	 donc	 une	 technique	 de	 conservation	 efficace,	 qui	 permet	 de	conserver	à	long	terme	les	«	gènes	»	d’un	individu	d’intérêt,	afin	de	pouvoir	les	diffuser	bien	 après	 le	 prélèvement.	 Toutefois,	 au	 vu	 des	 anomalies	 observées	 au	 dégel,	 des	améliorations	 des	 protocoles	 de	 conservations,	 ou	 l’utilisation	 de	 nouveaux	cryoprotecteurs	pourrait	permettre	de	perfectionner	cette	technique	afin	de	 limiter	au	maximum	la	perte	de	produits	au	dégel.						
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Partie	expérimentale	:		Fécondation	In	Vitro	chez	le	marmouset	commun			
I)	Introduction		Après	 avoir	 dressé	 un	 état	 des	 lieux	 des	 connaissances	 actuelles	 sur	 la	 biologie	reproductive	 du	 marmouset	 commun	 et	 sur	 les	 techniques	 de	 reproduction	 assistée	utilisables	 sur	 cette	 espèce,	 nous	 avons	 décidé,	 pour	 la	 partie	 expérimentale	 de	 cette	thèse,	 de	 mettre	 en	 place	 un	 protocole	 de	 Fécondation	 In	 Vitro	 par	 incubation	 de	gamètes.		Celui-ci	implique	un	suivi	des	cycles	oestraux	des	femelles	sélectionnées	et	un	protocole	de	stimulation	ovarienne.	Suite	à	 la	 récupération	des	ovocytes	et	à	 leur	maturation,	 la	fécondation	in	vitro	pourra	être	réalisée	avec	de	 la	semence	récupérée	chez	des	mâles	donneurs.	Si	celle-ci	est	efficace,	une	culture	in	vitro	des	embryons	permettra	d’assurer	leur	développement	jusqu’à	leur	ré-implantion	chez	des	femelles	receveuses.		Ces	expérimentations	visent	à	répondre	à	plusieurs	objectifs	:	Premièrement	déterminer	le	 statut	 hormonal	 des	 femelles	 choisies	 (cyclées	 ou	 non	 cyclées),	 puis	 obtenir	 un	nombre	 maximal	 d’ovocytes	 grâce	 à	 un	 protocole	 d’hyperstimulation	 efficace.	Secondement	 nous	 chercherons	 à	 prélever	 et	 analyser	 de	 la	 semence	 des	 mâles.	 En	dernier	lieu,	si	la	FIV	est	efficace,	nous	obtiendrons	un	ou	plusieurs	embryons	dont	nous	suivrons	le	développement	afin	de	les	ré-implanter.	
II)	Matériel	et	méthodes		Animaux		Un	total	de	sept	marmousets	(femelles	–Ohna,	Clipsy,	Vida,	Esmine,	Biene	maya-	et	deux	mâles	1	et	2)	appartenant	à	la	Station	de	Primatologie	du	Rousset	(SdP)	ont	été	utilisés	pour	l’expérimentation.	
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Les	 animaux	 sont	 hébergés	 dans	 des	 volières	 intérieures	 de	 dimension	140cm*140cm*205cm	chauffées	entre	24	et	28°C,	éclairées	avec	de	la	lumière	naturelle.	Les	 hébergements	 comprennent	 de	 nombreux	 enrichissements	 (branches,	 reposoirs,	miroirs,	cordes	marines,	etc).	L’organisation	 sociale	 est	 la	 suivante	:	 En	 couple	 hétérosexuels	 avec	 leurs	 petits	respectifs	:	Ohna	et	un	mâle	pour	le	groupe	1,	Ou	bien	en	binôme	de	même	sexe	:	Mâle	1	et	Mâle	2	pour	le	groupe	2,Vida	et	Esmine	pour	le	groupe	3,	Clipsy	et	Biene	maya	pour	le	groupe	4.	Les	 animaux	 reçoivent	 quotidiennement	 des	 croquettes	 extrudées	 pour	 singes	 du	nouveau	 monde,	 un	 porridge	 préparé	 par	 les	 techniciens	 animaliers,	 des	 fruits	 et	légumes	frais,	et	en	alternance	des	cristaux	de	gomme	arabique	ou	des	insectes	(vers	de	farine	 ou	 grillon).	 L’eau	 est	 donnée	 ad	 libitum.	 Le	 contrôle	 du	 poids	 des	 animaux	s’effectue	au	moins	une	fois	par	semaine.		Suivi	des	cycles	et	synchronisation	des	femelles		Le	 dosage	 plasmatique	 de	 progestérone	 et	 d’oestrogènes	 est	 réalisé	 1	 à	 3	 fois	 par	semaine	pour	chaque	femelle	via	un	prélèvement	sanguin	(2ml)	à	la	veine	fémorale.	Les	suivis	 s’effectuent	 pour	 une	 durée	 totale	 allant	 de	 32	 à	 52	 jours	 selon	 les	 individus,	incluant	la	période	de	synchronisation.			Entre	 le	dixième	et	 le	 vingtième	 jour	de	 la	phase	 lutéale,	 une	 injection	par	 voie	 intra-musculaire	 de	 0.8	 microgramme	 de	 cloprosténol	 (ESTRUMATE)	 est	 réalisée	 afin	d’induire	la	lutéolyse	et	de	synchroniser	les	femelles	sur	un	nouveau	cycle.	Clipsy	étant		seulement	au	dixième	jour	de	sa	phase	 lutéale	au	moment	de	 la	synchronisation,	 il	est	décidé	 de	 réaliser	 spécifiquement	 sur	 cette	 femelle,	 une	 seconde	 injection	 à	 dose	identique,	 8	 heures	 plus	 tard,	 afin	 d’augmenter	 la	 probabilité	 d’obtenir	 une	 lutéolyse	complète.		Protocole	de	stimulation	ovarienne		L’expérimentation	s’est	déroulée	en	deux	séries	:	La	série	1	(réalisée	en	2018)	et	la	série	2	(réalisée	en	2019).	
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	-Deux	 groupes	 sont	 formés	 pour	 la	 série	 1	 d’expérimentation	 :	 les	 «	donneuses	d’ovocytes	»,	OHNA	et	VIDA,	qui	subiront	un	protocole	de	stimulation	ovarienne	avant	la	récolte	 des	 follicules,	 et	 les	 «	receveuses	»	 CLIPSY	 et	 ESMINE,	 qui	 recevront	 les	embryons	issus	de	la	Fécondation	In	Vitro.	Dans	 le	 groupe	 des	 receveuses,	 ESMINE	 ne	 présente	 pas	 de	 cycle	 ovulatoire	:	 on	 lui	applique	donc	le	même	protocole	de	stimulation	que	les	donneuses	afin	de	la	préparer	hormonalement	à	recevoir	un	embryon.	Les	 donneuses	 et	 ESMINE	 reçoivent,	 SID,	 à	 10	 heures	 du	 matin,	 50	 U.I	 de	 FSH	(PUREGON)	par	voie	intra-musculaire,	à	la	cuisse,	pendant	9	jours.	Le	neuvième	jour,	à	18h,	75	U.I	d’hCG	(CHORULON)	par	voie	intra-musculaire	est	injecté	aux	trois	femelles.		-Pour	la	seconde	série,	CLIPSY	et	ESMINE	sont	choisies	comme	donneuses	d’ovocytes,	et	BIENE	MAYA	est	receveuse.		
																				 	
Figure	9:	protocole	de	stimulation	ovarienne	des	femelles	"donneuses"	et	des	receveuses	non	cyclées			Récolte	des	ovocytes	par	aspiration	folliculaire		Entre	17	et	18	heures	après	l’injection	d’hCG,	les	animaux	sont	anesthésiés	:	Induction	à	l’alfaxalone	 (ALFAXAN)	 12mg/kg	 IM,	 relais	 gazeux	 à	 l’isoflurane,	 buprénorphine	(VETERGESIC)	 	30	microgrammes/kg	par	voie	 IM,	meloxicam	(METACAM)	0,25mg/kg.	Une	même	injection	de	buprénorphine	est	faite	à	T+6h	et	de	meloxicam	à	T+24h.	Une	 injection	 d’amoxicilline	 (DUPHAMOX	 LA)	 20mg/kg	 par	 voie	 IM	 est	 réalisée	 30	minutes	 avant	 incision.	 2ml	 de	 NaCl	 0.9%	 sont	 injectés	 par	 voie	 sous-cutanée	 	 avant	incision	et	2ml	après	suture	cutanée.		
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Une	incision	sur	la	ligne	médiane	est	réalisée,	suivie	d’une	extériorisation	des	ovaires	et	de	 l’utérus.	 L’ovaire	 est	 maintenu	 entre	 le	 pouce	 et	 l’index.	 Les	 follicules,	 de	 tailles	diverses,	sont	ponctionnés	successivement	à	l’aide	d’une	seringue	d’1ml	et	d’une	aiguille	20	Ga	contenant	0,1mL	de	milieu	IVM	Vial	1,	le	premier	milieu	utilisé	pour	la	maturation	
in	vitro.	(ORIGIO).	La	seringue	contenant	le	liquide	a	été	préalablement	incubée	à	37.5°C,	5%	CO2.	La	seringue	est	changée	après	que	deux	à	trois	follicules	aient	été	aspirés.	Les	 ovaires	 et	 l’utérus	 sont	 ensuite	 ré-intériorisés,	 la	 paroi	 musculaire,	 le	 tissu	 sous-cutané	et	cutané	sont	suturés	avec	du	fil	résorbable	VICRYL	3-0.			
	
Figure	10:	Récolte	folliculaire	par	laparotomie-aspiration	folliculaire.	(A)		Extériorisation	de	l’appareil	
reproducteur.	(B)		Ponction	folliculaire		Maturation	in	vitro		Pour	 la	 première	 série	 d’expérimentations	:	 Le	 liquide	 contenu	 dans	 les	 seringues	(contenant	 le	 liquide	 de	 culture	 et	 les	 ovocytes)	 est	 vidé	 dans	 un	 tube	 Falcon	 50ml	contenant	2,5ml	de	milieu	IVM	Vial	1	(ORIGIO).	Pour	limiter	la	perte	d’ovocytes	lors	de	la	vidange,	les	seringues	vides	sont	rincées	avec	du	milieu	Vial	1	du	tube	Falcon.		Une	fois	toutes	les	seringues	vidées	et	rincées,	la	totalité	du	milieu	est	aspirée	avec	une	pipette	de	5	ml.	Le	milieu	est	alors	vidé	au	dessus	d’un	tamis	de	maille	100	micromètres.	Le	tamis	est	retourné	et	mis	dans	une	boîte	de	Pétri.	Il	est	lavé	avec	2ml	de	Vial	1	afin	de	permettre	 le	 dépôt	 des	 ovocytes	 dans	 la	 boîte.	 A	 l’aide	 d’une	 loupe	 binoculaire,	 les	ovocytes	sont	 localisés	dans	 la	boîte.	 Ils	 sont	aspirés	à	 l’aide	d’une	pipe	à	bouche	puis	successivement	 déposés-aspirés	 dans	 trois	 gouttes	 de	 80	 microlitres	 de	 Vial	 1,	 sous	huile	minérale,	pour	permettre	le	lavage.	
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	Les	ovocytes	sont	mis	à	incuber	dans	une	goutte	de	80	microlitres	de	Vial	1,	sous	huile	minérale,	 à	37.5°C	et	5%	C02	pendant	3h.	 Ils	 sont	 ensuite	 transférés	 et	mis	 à	 incuber	dans	des	gouttes	de	80	microlitres	de	milieu	IVM	Vial	2	(ORIGIO),	le	second	milieu	utilisé	pour	la	maturation	in	vitro,	sous	huile,	complémenté	à	10%	en	sérum	de	marmouset	de	la	donneuse,	et	à	0.	1mUI/mL	en	hCG	(CHORULON)	et	0.75mUI/mL	en	FSH	(PUREGON),	pendant	21	heures	à	37.5°C	et	5%	de	CO2.	La	maturité	des	ovocytes	est	évaluée	au	bout	des	24h	par	la	présence	ou	non	de	globule	polaire.		Pour	 la	seconde	série	d’expérimentations,	 le	milieu	de	maturation	utilisé	est	du	milieu	POM	(porcine	oocyte	medium)	complémenté	à	5%	en	serum	de	marmouset,	10	UI/mL	de	FSH	et	10	UI/mL	de	hCG.		Récolte	du	sperme		Les	 deux	 mâles	 sont	 mis	 dans	 une	 pièce	 sombre	 et	 silencieuse.	 Ils	 sont	 fixés	 sur	 le	dispositif	 de	 contention.	 Les	 individus	 reçoivent	 une	 friandise	 avant	 et	 après	 la	manipulation.	Le	sperme	est	récolté	par	la	technique	PVS	à	l’aide	d’un	appareil	FERTICARE	sur	lequel	est	fixé	un	tube.	Le	diamètre	interne	du	tube	est	de	3,5mm.	Suite	à	une	extériorisation	douce	du	pénis,	l’extrémité	du	tube	est	mise	au	niveau	du	fourreau	et	la	stimulation	se	fait	avec	des	amplitudes	et	 fréquences	croissantes	entre	respectivement	 	0.5	à	2mm	et	80	à	100Hz.	Les	phases	de	stimulation		de	2	minutes	sont	interrompues	par	des	périodes	de	pause	de	2	minutes.	
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Figure	11:	Système	PVS.	(a)	:	Présentation	du	dispositif.	(b)	:	Dispositif	en	cours	d'utilisation.	L'extrémité	du	
tube	collecteur	est	apposée	sur	l’orifice	préputial	pendant	la	stimulation.		Suite	 à	 l’éjaculation,	 le	 sperme	est	 récolté	dans	 le	 tube.	Quelques	microlitres	 sont	mis	entre	 lame	 et	 lamelle	 afin	 d’évaluer	 la	motilité	 et	 les	 anomalies	 de	 conformation	 des	spermatozoïdes.	Le	sperme	est	aspiré	à	l’aide	d’une	micropipette	et	déposé	dans	un	tube	eppendorf	 1ml	 contenant	 200	 microlitres	 de	 milieu	 TYH	 pré-incubé	 à	 37,5°C.	 On	applique	ensuite	 la	méthode	swim-up	:	Le	prélèvement	est	mis	à	 incuber	30	minutes	à	37°C	pour	permettre	la	dissolution	du	coagulum.	Il	est	ensuite	mis	à	centrifuger	à	400g	pendant	 5	 minutes.	 La	 totalité	 du	 prélèvement,	 à	 l’exception	 du	 culot,	 contenant	 les	spermatozoïdes,	 est	 retirée.	 700	 microlitres	 de	 milieu	 TYH	 à	 37°C	 sont	 ajoutés	 au	prélèvement.	Le	tube	est	mis	à	incuber	pendant	30	minutes	à	37°C	pour	permettre	aux	spermatozoïdes	 motiles	 de	 remonter.	 400	 microlitres	 du	 surnageant	 sont	 alors	récupérés,	et	la	concentration	finale	en	spermatozoïdes	est	ajustée	à	3	millions/ml.		Fécondation	In	Vitro		Il	est	décidé	d’incuber	la	totalité	des	ovocytes,	matures	ou	pas,	avec	des	spermatozoïdes.	Les	ovocytes	 sont	 lavés	 successivement	dans	 trois	gouttes	de	50	microlitres	de	milieu	TYH,	sous	huile.	Une	fois	le	lavage	réalisé,	les	ovocytes,	par	groupe	de	5,	sont	transférés	dans	 une	 quatrième	 goutte	 de	 30	microlitres	 de	 TYH	 contenant	 les	 spermatozoïdes	 à	une	concentration	de	3	millions/ml.	
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Les	ovocytes	d’OHNA	sont	mis	en	contact	avec	 les	 spermatozoïdes	du	mâle	1,	 ceux	de	VIDA	avec	le	sperme	du	mâle	1	ou	2	selon	les	gouttes.	Les	boîtes	de	Petri	contenant	les	gouttes	de	fécondation	sont	mises	à	incuber	18	heures,	à	37,5°C	et	5%	de	CO2.		Pour	 la	 seconde	 série,	 Les	 ovocytes	 de	 Clipsy	 et	 Esmine	 sont	 mis	 au	 contact	 des	spermatozoïdes	de	mâle	1.		Evaluation	des	taux	de	fécondation/clivage	et	culture	embryonnaire		Suite	à	la	FIV,	les	ovocytes	sont	aspirés	à	l’aide	de	la	pipe	à	bouche,	lavés	trois	fois	dans	des	 gouttes	 de	70	microlitres	 de	milieu	Cleav	 (ORIGIO)	 incubé	 à	 37,5°C,	 puis	 déposés	dans	une	goutte	de	70	microlitres	de	milieu	Cleav	 (ORIGIO).	Chaque	goutte	contient	5	ovocytes/embryons.	Les	boîtes	de	fécondation	sont	mises	à	incuber	à	37.5°C	et	5%	CO2.	24	heures	plus	tard,	les	ovocytes	sont	transférés	dans	des	gouttes	de	70	microlitres	de	milieu	Blast	(ORIGIO).	Le	milieu	Blast	(ORIGIO)	est	renouvelé	toutes	les	48	heures.	
III)	Résultats	 		Suivi	des	cycles	et	synchronisation			
	
Graphique	 3:	 Suivi	 des	 cycles	 des	 femelles	 donneuses	 et	 receveuse	 d'ovocytes.	 (A)	 	 Concentrations	
plasmatiques	en	progestérone.	(B)		Concentrations	plasmatiques	en	oestrogènes.	Les	flèches	bleues	indiquent	
le	jour	d'injection	du	cloprosténol	(j47)		
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Deux	 profils	 «	type	»	 se	 distinguent	:	 premièrement	Ohna	 et	 Clipsy,	 qui	 présentent	 un	cycle	 ovulatoire	:	 En	 effet	 l’augmentation	 de	 la	 concentration	 plasmatique	 en	progestérone	à	des	valeurs	supérieures	à	10	ng/ml	témoigne	d’une	ovulation	et	donc	du	passage	en	phase	 lutéale.	Ce	sont	donc	des	 femelles	cyclées.	Secondement,	on	observe	que	 les	 concentrations	 en	 progestérone	 restent	 dans	 des	 valeurs	 très	 faibles	 pour	Esmine,	Vida	et	Biene	maya	:	 elle	ne	présentent	pas	de	cycle	ovulatoire	 sur	 la	période	mesurée.	D’un	point	de	vue	social	et	comportemental,	Ohna	vit	sans	autre	femelle	avec	un	mâle,	et	Clipsy	est	dominante	sur	Biene	maya	dans	son	enclos.	On	observe	également	que	les	concentrations	en	œstrogènes	sont	plus	élevées	chez	les	femelles	présentant	un	cycle	ovulatoire,	en	comparaison	avec	les	femelles	non	cyclées.		On	 constate	 une	 chute	 des	 concentrations	 en	 progestérone	 pour	 Ohna	 et	 Clipsy	 le	lendemain	des	injections	de	cloprosténol	:	la	lutéolyse	a	donc	eu	lieu.		Récolte	des	ovocytes	et	aspiration	folliculaire	:		Lors	de	la	première	série	d’expérimentations	:	5	ovocytes	ont	été	récupérés	pour	Ohna,	15	pour	Vida,	dont	un	avec	un	globule	polaire	observable	avant	maturation.		
	
Figure	12:	Ovocytes	récupérés	lors	de	la	série	1	d'expérimentation	
	 78	
	Lors	de	la	seconde	série	d’expérimentations	:	15	ovocytes	ont	été	récupérés	sur	Esmine,	un	sur	Clipsy.	Aucun	globule	polaire	n’était	directement	observable.	Un	corps	jaune	était	observable	 sur	 un	 des	 ovaires	 de	 Clipsy,	 permettant	 de	 suspecter	 plusieurs	 points	d’ovulation.	Au	cours	du	transfert	de	milieu,	6	ovocytes	ont	été	perdus.	Malgré	 d’importantes	 variations	 entre	 les	 individus	 des	 deux	 séries,	 et	 bien	 que	 les	résultats	ne	soient	pas	significatifs,	le	nombre	moyen	d’ovocyte	récupéré	est	de	9,25,	ce	qui	est	supérieur	à	la	valeur	de	2,9	(±0,2)	chez	des	femelles	non	stimulées	(Marshall	et	al.,	 2003).	 De	 plus,	 certains	 follicules,	 de	 plus	 petite	 taille,	 n’ont	 pas	 été	 récupéré	 au	cours	de	la	manipulation,	sur	chacun	des	individus.		Suite	à	de	nombreuses	phases	d’arrêt	respiratoire	au	cours	de	 l’anesthésie	d’Ohna,	 il	a	été	 décidé	 de	 ne	 pas	 utiliser	 d’alfaxalone	 pour	 les	 autres	 animaux,	 qui	 ont	 donc	 été	uniquement	induits	avec	de	l’isoflurane.		Récolte	du	sperme	et	évaluation	de	la	maturation	in	vitro:		Lors	 de	 la	 série	 1,	 la	 semence	 récoltée	 chez	mâle	 1	 et	mâle	 2	 présentait	 une	motilité	(évaluée	 de	 façon	 subjective)	 d’environ	 50%.	 La	motilité	 n’a	 pas	 été	 évaluée	 après	 le	swim-up.	Quelques	 anomalies	 de	mobilité	 et	 de	 conformation	 (déplacement	 circulaire	uniquement,	 angulation	 supérieure	à	90	degré	entre	 la	 tête	et	 le	 flagelle,	 etc..)	 ont	 été	observées	sans	toutefois	être	quantifiées).		Lors	 de	 la	 série	 2,	 la	 semence	 récoltée	 présentait	 une	 motilité	 d’environ	 60%.	 La	concentration	 de	 spermatozoïde,	 évaluée	 sur	 cellule	 de	 Malassez,	 est	 estimée	 à	 200	millions	par	ml.	Après	la	méthode	swim-up,	elle	n’était	plus	que	de	15	à	20%.			Lors	de	la	série	1,	à	l’évaluation	de	la	maturation	in	vitro,	3	des	5	ovocytes	récoltés	sur	OHNA	présentaient	un	globule	polaire,	et	étaient	donc	au	stade	métaphase	II.	7	des	15	ovocytes	prélevés	sur	VIDA	étaient	également	au	stade	de	métaphase	II.		Lors	de	la	série	2	:	Sur	les	10	ovocytes	récoltés	sur	Clipsy	et	Esmine,	3	présentaient	un	globule	polaire.		
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Evaluation	des	taux	de	fécondation/clivage	et	culture	embryonnaire	:		-Pour	la	série	1	d’expérimentation,	un	embryon	d’Ohna	a	atteint	le	stade	pronucléi,	et	un	le	stade	2	cellules.	L’embryon	au	stade	2	cellules	a	été	perdu	au	cours	des	manipulations.	-Pour	la	série	2	d’expérimentation,	deux	embryons	au	stade	pronucléi	ont	été	observés.	Aucun	n’a	atteint	l’étape	de	clivage.		
	
Figure	13:	Embryon	stade	deux	cellules	(série	1	d’expérimentation)	
	
Tableau	4:	Récupération	des	ovocytes	sur	les	femelles	stimulées	et	développement	des	embryons	
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IV)	Discussion		Nous	avons	obtenu	pour	la	première	fois	un	embryon	in	vitro	de	marmouset	commun	à	la	 Station	 de	 Primatologie	 du	 Rousset.	 Les	 étapes	 du	 protocole	 de	 suivi	 de	 cycle,	stimulation	et	récupération	des	gamètes	ont	pu	être	validées.	Bien	qu’il	ne	semble	pas	exister	 à	 ce	 jour	 d’études	 comparant	 la	 quantité	 de	 gamètes	 récupérables	 chez	 des	femelles	 cyclées	 et	 non	 cyclées	 dans	 le	 cadre	 d’un	 protocole	 d’hyperstimulation	ovarienne,	 nous	 avons	montré	qu’il	 était	 possible	de	 récupérer,	 quel	 que	 soit	 le	 profil	hormonal	des	femelles,	des	ovocytes	en	quantité	importante.	Concernant	le	protocole	de	stimulation,	 l’injection	 de	 50	 U.I	 de	 FSH	 SID	 a	 été	 choisie	 pour	 deux	 raisons	principalement	:	La	première	étant	que	ce	protocole	était	fonctionnel	d’après	l’étude	de	Takahashi	(Takahashi	et	al.,	2014),	et	deuxièmement	parce	qu’il	ne	nécessitait	la	capture	des	animaux	qu’une	fois	par	jour.	Or	la	durée	de	demi-vie	d’élimination	de	la	FSH	n’étant	pas	 connue	 chez	 le	 marmouset,	 il	 est	 impossible	 de	 déterminer	 si	 la	 fréquence	d’administration	SID	est	plus	indiquée	que	BID,	comme	cela	est	fait	sur	d’autres	études	(Marshall	 et	 al.,	 2003).	 Cependant	 les	 nombres	 d’ovocytes	 obtenus	 dans	 ces	 études	restent	tout	de	même	élevés.	Le	 nombre	 d’ovocytes	 récupérés	 chez	 Clipsy	 est	 nettement	 inférieur	 à	 celui	 récupéré	chez	les	autres	femelles	stimulées	:	En	effet	un	corps	jaune	était	observable	sur	un	de	ses	ovaires,	 témoignant	 donc	 du	 passage	 en	 phase	 lutéale,	 et	 même	 s’ils	 n’ont	 pas	directement	été	observés,	 il	est	hautement	probable	que	plusieurs	 follicules	aient	déjà	émis	leurs	ovules	et	n’étaient	alors	plus	récupérables.	Le	délai	entre	l’injection	d’hCG	et	la	 laparotomie	a	été	de	moins	de	18	heures,	 soit	un	délai	 relativement	 faible	comparé	aux	 autres	 études	 (entre	15	 et	 30	heures).	Une	durée	 encore	plus	 faible	pourrait	 être	essayée,	 bien	 que	 l’imprégnation	 d’hCG	 sur	 les	 follicules	 participe	 à	 la	maturation	 de	l’ovocyte	et	risquerait	d’aboutir	à	un	manque	de	maturité	des	ovocytes	récupérés.	Une	hypothèse	 à	 considérer	 également	 est	 qu’elle	 soit	 réfractaire	 à	 la	 stimulation,	 comme	cela	est	déjà	décrit	dans	plusieurs	études.			Concernant	 le	 nombre	 d’ovocytes	 obtenus,	 l’effet	 opérateur	 semble	 être	 un	 facteur	limitant	puisque	six	ovocytes,	soit	35%	des	ovocytes	récupérés	lors	de	la	série	2,	ont	été	perdus	lors	de	la	mise	en	culture	des	gamètes.		
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Bien	que	le	protocole	d’hyperstimulation	ait	fonctionné,	les	taux	de	maturation	obtenus	sont	inférieurs	à	ceux	présentés	dans	d’autres	études	(Marshall	et	al.,	2003;	Takahashi	et	al,	2014).	Plusieurs	hypothèses	sont	à	considérer	:	Pour	des	raisons	techniques,	lors	de	la	seconde	série	d’expérimentations,	 le	milieu	de	maturation	in	vitro	utilisé,	 le	 	mPOM,	n’a	pu	être	complémenté	à	100	UI/mL	en	rh-FSH	comme	décrit	(Takahashi	et	al,	2014),	mais	à	10	U.I/mL	en	rh-FSH	et	hCG.	Même	si	les	concentrations	utilisées	dans	les	milieux	de	maturation	sont	assez	variables	selon	les	études	(Tomioka	et	al.,	2012;	Kanda	et	al.,	2018),	il	est	probable	que	les	complémentations	en	hormones	aient	une	influence	sur	la	maturation.	Cependant,	bien	que	l’utilisation	du	milieu	Vial	(ORIGIO)	pour	la	maturation	des	 ovocytes	 soit	 assez	 peu	 documentée,	 les	 taux	 de	 maturation	 obtenus	 dans	 ce	substrat	 (première	 série	d’expérimentation	avec	Ohna	et	Vida)	 sont	 supérieurs	à	 ceux	obtenus	 avec	 le	 POM	 lors	 de	 la	 seconde	 série	 (Esmine	 et	 Clipsy).	 De	 même,	 une	amélioration	possible,	pourrait	être	de	réaliser	l’ensemble	des	phases	d’incubation	et	de	culture	dans	un	incubateur	tri-gaz,	afin	de	pouvoir	ajuster	le	pourcentage	de	dioxygène	au	plus	proche	des	conditions	physiologiques.		Pour	 finir,	 si	 des	 gamètes	 des	 femelles	 non	 cyclées	 ont	 pu	 être	 récupérés	 en	 quantité	importante,	 il	 ne	 semble	 pas	 exister	 à	 ce	 jour	 d’étude	 caractérisant	 la	 qualité	 des	ovocytes	 provenant	 de	 femelles	 inhibées	 dans	 le	 cadre	 d’un	 protocole	 de	 stimulation	ovarienne.			Concernant	 l’anesthésie	 réalisée	 pour	 les	 ponctions	 folliculaires,	 bien	 qu’une	 étude	comparant	plusieurs	protocoles	déterminait	que	l’induction	à	l’alfaxalone	12	mg/kg	IM	était	la	plus	indiquée	(Bakker,	2017),	les	multiples	arrêts	respiratoires	d’Ohna	ainsi	que	son	 réveil	 long	 nous	 amèneront	 à	 considérer	 de	 nouveaux	 protocoles	 anesthésiques	pour	de	prochaines	manipulations.		La	méthode	de	P.V.S	utilisée	a	montré	une	certaine	efficacité	:	de	 la	semence	a	pu	être	récoltée,	 les	 spermatozoïdes	 présentaient	 une	motilité	 d’au	moins	 50%,	 et	 étaient	 en	quantité	suffisante	pour	le	mâle	1.	Cependant,	la	méthode	de	tri	des	gamètes	est	à	revoir,	car	 la	 motilité	 des	 spermatozoïdes	 était	 plus	 faible	 après	 le	 swim-up.	 Pour	 finir,	 la	fertilité	du	mâle	1	n’était	pas	certaine,	sachant	qu’il	vit	en	structure	multi-mâles	et	qu’il	n’a	jamais	eu	de	portée.	
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Concernant	la	F.I.V	sensu	stricto,	les	taux	de	fécondation	sont	également	plus	faibles	que	ceux	 obtenus	 dans	 d’autres	 études	 (Tomioka	 et	 al,	 2012;	 Takahashi	 et	 al,	 2014).	 La	qualité	des	gamètes	est	à	investiguer	:	Des	femelles	donneuses,	seule	OHNA	avait	déjà	eu	une	portée.	De	plus,	 le	mâle	 1,	 vivant	 en	 structure	multi-mâles,	 n’était	 pas	 de	 fertilité	prouvée,	et	 l’évaluation	subjective	de	 la	motilité	de	ses	spermatozoïdes	ne	suffit	pas	à	caractériser	sa	capacité	à	féconder.	La	qualité	des	gamètes	étant	un	des	facteurs	les	plus	important	à	considérer	lors	de	F.I.V,	utiliser	des	individus	ayant	déjà	eu	des	portées	pour	ce	type	de	protocole	serait	à	considérer.	
V)	Conclusion		La	 reproduction	 assistée	 représente	un	 ensemble	de	 techniques	 globalement	 efficaces	pour	optimiser	la	reproduction	d’individus,	et	ce	pour	de	nombreux	taxons.	Cependant,	de	 nombreux	 points,	 tels	 que	 la	 sélection	 des	 individus	 géniteurs,	 l’obtention	 et	l’évaluation	 de	 leur	 gamètes	 et	 embryons,	 ainsi	 que	 les	 techniques	 de	 culture	 en	laboratoire,	restent	perfectibles.	L’amélioration	des	protocoles	de	reproduction	assistée	permettrait	notamment	de	raffiner	les	méthodes	d’obtention	des	gamètes,	d’obtenir	un	plus	grand	nombre	de	produits,	et	plus	généralement	de	diminuer	le	nombre	d’individus	nécessaires	par	manipulation.		Que	ce	soit	pour	constituer	un	modèle	de	procréation	médicalement	assistée	à	des	fins	de	conservation	d’espèces	phylogénétiquement	proches,	ou	pour	permettre	un	accès	à	l’embryon	 pour	 la	 recherche	 biomédicale,	 les	 primates	 non	 humains	 sont	 un	 modèle	expérimental	 fiable,	 ouvrant	 la	 voie	 à	 une	meilleure	 compréhension	 du	 processus	 de	reproduction,	et	aux	perspectives	thérapeutiques	et	de	conservation	qui	en	découlent.							
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 Reproduction	assistée	des	Callitrichidae	:	Exemple	du	marmouset	commun	
Callithrix	Jacchus			La	 reproduction	 assistée	 est	 un	 ensemble	 de	 techniques	 permettant	 d’optimiser	 la	 reproduction	d’individus.	La	Fécondation	In	Vitro,	réalisée	sur	Callithrix	jacchus,	avait	pour	objectif	d’obtenir	un	nombre	maximal	de	gamètes	et	d’embryons.	Un	suivi	de	la	progestéronémie	des	femelles	et	une	synchronisation	des	cycles	ont	été	réalisés.	Pour	augmenter	le	nombre	d’ovocytes	prélevables,	les	femelles	ont	reçu	50	UI	de	FSH	SID	pendant	9	jours.	Après	la	récupération	des	ovocytes	par	laparotomie-aspiration	folliculaire,	la	F.I.V	a	été	réalisée	avec	des	gamètes	mâles	obtenus	via	une	technique	de	vibrostimulation	pénienne	(PVS).	Deux	profils	hormonaux	distincts	ont	été	obtenus	chez	les	femelles:	cyclées	et	non	cyclées.	1	à	16	ovocytes	ont	 été	 récupérés	 par	 femelle,	 et	 la	méthode	PVS	 a	 été	 validée.	 Concernant	 la	 FIV	 sensu	 stricto,	 quatre	ovocytes	ont	été	fécondés,	et	un	embryon	au	stade	deux	cellules	a	été	obtenu.	Les	primates	non	humains	sont	un	modèle	expérimental	 fiable	ouvrant	 la	voie	à	une	meilleure	compréhension	des	mécanismes	de	notre	propre	développement	embryonnaire,	et		aux	perspectives	thérapeutiques	qui	en	découlent.		Mots-clés	:	Marmouset,	ovocyte,	FIV,	embryon			Assisted	 reproduction	 refers	 to	 a	 set	 of	 techniques,	 which	 improves	 reproduction	 rate.	 The	 In	 Vitro	fertilization	 protocol	 performed	 here	 on	 the	 common	marmoset	 Callithrix	 Jacchus	aimed	 to	 obtain	 the	highest	possible	number	of	gametes	and	embryos.	Plasmatic	progesterone	concentration	was	measured	throughout	 the	 cycle	 and	 females	were	 then	 synchronised.	 To	 increase	 the	 number	 of	mature	 follicles,	they	were	given	50	 i.u/day	of	FSH	SID	 for	9	days.	Oocytes	were	harvested	using	a	 laparotomy-follicular	aspiration,	and	sensu	stricto	IVF	was	performed	with	male	gametes	obtained	by		Penile	Vibrostimulation	technique	(PVS).	Two	different	hormonal	profiles	were	identified	:	cycled	and	non	cycled.	1	to	16	oocytes	were	retrieved	for	each	female,	and	PVS	technique	was	validated.	Concerning	the	IVF	sensu	stricto,	 four	oocytes	were	fertilized,	and	one	two-cells	stage	embryo	was	obtained.	Non	Human	Primates	are		suitable	experimental	 models,	 paving	 the	 way	 to	 a	 better	 understanding	 of	 our	 own	 development,	 and	 the	resultant	therapeutic	perspectives.		Keywords	:	Marmoset,	oocyte,	IVF,	embryo	
